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 Alzheimerjeva bolezen (AB) je najpogostejša oblika demence, ki prizadene pred-
vsem starejšo populacijo ljudi. Zanjo je značilen progresiven kognitivni upad, patološko pa 
jo lahko okarakteriziramo z zunajcelično agregacijo amiloida beta, znotrajceličnim kopiče-
njem nevrofibrilarnih pentelj sestavljenih iz hiperfosforiliranega tau proteina, oksidativnim 
stresom, porušeno homeostazo kovinskih ionov, vnetjem v centralnem živčnem sistemu ter 
pomanjkanjem živčnega prenašalca acetilholina (ACh) v možganih. Trenutna terapija je 
osredotočena predvsem na zaviranje holinesteraz – acetilholin esteraze (AChE) in buti-
rilholin esteraze (BChE), saj kar tri registrirane zdravilne učinkovine za terapijo AB zavi-
rajo eno ali obe holinesterazi, četrta registrirana učinkovina za terapijo AB pa je memantin 
– blokator NMDA receptorjev  
 V okviru magistrske naloge smo se osredotočili na razvoj zaviralcev humane BChE 
(hBChE), ki v poznejših fazah AB funkcionalno kompenzira zmanjšano aktivnost in kon-
centracijo encima AChE. Pri načrtovanju smo izhajali iz spojine vodnice, ki zavira hBChE 
z IC50 vrednostjo 99,8 ± 8,7 nM. Sintetizirali in biokemijsko smo ovrednotili 12 derivatov 
3-(4-fluorofenetil)piperidina, pri čemer smo na mestu 3 piperidina uvajali različne substi-
tuente z namenom izboljšati jakost vezave v aktivno mesto hBChE. Kot najboljši zaviralec 
se je izkazala spojina 31 (IC50 = 11,30 ± 2,60 nM), ki ima na benzenovem obroču na mestu 
4 metilni substituent, piperidinski obroč in benzen pa sta povezana s cis vinilnim distanč-
nikom. Močnejšo jakost inhibicije kot spojina vodnica so imele tudi spojine 33 (IC50 = 
66,2 ± 13,0 nM), 34 (IC50 = 27,1 ± 6,9 nM), 36 (IC50 = 57,0 ± 4,1 nM), 37 (IC50 = 37,2 ± 
7,5 nM) in 38 (IC50 = 92,1 ± 9,5 nM). Vsem tem spojinam je skupno, da sta piperidinski 
obroč in benzenov obroč povezana z etilenskim distančnikom ali vinilim fragmentom v cis 
konformaciji. Spojine imajo tudi ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti za prehajanje krvno-
možganske pregrade in lahko služijo kot dobro izhodišče za nadaljnje raziskovanje in 











 Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia that predomi-
nantly affects the elderly. AD is characterized by progressive cognitive decline, which is 
pathologically accompanied by the deposition of extracellular beta amyloid plaques, intra-
cellular deposition of neurofibrillary tangles constituted of hyperphosphorylated tau prote-
in, oxidative stress, metal ion dyshomeostasis, neuroinflammation and depletion of neuro-
transmitter acetylcholine (ACh) in the brain. Current pharmacotherapy is based on inhibi-
tion of both cholinesterases - acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase 
(BChE) since three approved drugs inhibit one or both cholinesterases.The forth approved 
drug is memantine, a NMDA receptor blocker.  
 In this research we focused on the development of novel human BChE (hBChE) 
inhibitors, which in the later stages of AD compensates for reduced activity and expression 
of AChE. The design of inhibitors was based on hit compound, which inhibits hBChE in 
nanomolar range with IC50 value of 99.8 ± 8.7 nM. We synthesized and biochemically eva-
luated twelve 3-(4-fluorophenethyl)piperidine analogues by changing substituents at the 
position 3 of piperidine in order to improve binding to the active site of hBChE. The most 
potent inhibitor turned out to be compound 31 (IC50 = 11.30 ± 2.60 nM) with 4-methy sub-
stituent on the benzene and cis vinyl linker between piperidine and benzene. Furthermore, 
compared to the lead compound (IC50 = 99.8 ± 8.7 nM), five other inhibitors also showed 
improved hBChE potencies: compounds 33 (IC50 = 66.2 ± 13.0 nM), 34 (IC50 = 27.1 ± 6.9 
nM), 36 (IC50 = 57.0 ± 4.1 nM), 37 (IC50 = 37.2 ± 7.5 nM) and 38 (IC50 = 92.1 ± 9.5 nM). 
All of the compounds share one common structural feature; piperidine ring and benzene 
are concented by ethylene linker or vinyl in cis conformation. Compounds possess appro-
priate physicochemical properties for permeation of blood-brain barrier and can thus be 












AB Alzheimerjeva bolezen 
ACh acetilholin 
AChE acetilholin esteraza 
AChT acetilholin transferaza 
AK aminokislina 
Aβ amiloid β 
APP amiloid prekurzorski protein 
apoE apolipoprotein E 
ATCI S-acetiltioholin jodid 
ATR ang. Attenuated Total Reflectance; oslabljen popolni odboj 
BACE1 β-sekretaza 1 
BACE2 β-sekretaza 2 
BCh butirilholin 
BChE butirilholin esteraza 
bd široki dublet 
BMJ bazalno Meynertovo jedro 
Boc2O di-terc-butil dikarbonat 
bs široki singlet 
BTCI S-butirilholin jodid 






dd dublet dubleta 
DKM diklorometan 
DMSO dimetilsulfoksid 
dt dublet tripleta 
DTNB 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina) oz. Ellmanov reagent 
ESI-MS masna spektrometrija z razprševanjem v električnem polju 
EtOAc etil acetat 
hBChE humana butirilholin esteraza 
HEB hematoencefalna bariera, krvno-možganska pregrada 
Hex heksan 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS masna spektroskopija visoke ločljivosti  
Hz Hertz 
IC50 srednja inhibitorna/zaviralna koncentracija 
IL1β Interlevkin 1β 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta v Hertzih 
m multiplet 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 




NMR jedrska magnetna resonanca 
PAV Periferno anionsko vezavno mesto 
PE petroleter 
PS1 presenilin 1 
PS2 presenilin 2 
RA rezidualna aktivnost 
Rf retencijski faktor 
s singlet 
sAPPβ topen amiloid prekurzorski protein β 




td triplet dubleta 
TFA trifluorocetna kislina 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija 
tr retencijski čas 








1.1.  ALZHEIMERJEVA BOLEZEN  
 
 Poimenovana po Aloisu Alzheimerju, ki je leta 1907 zabeležil in podrobno opisal 
prvi primer bolnice z nenavadnimi simptomi in motnjami v spominu, je Alzheimerjeva 
bolezen (AB) v današnjem svetu glavni vzrok demence, saj predstavlja po nekaterih podat-
kih kar do 80 % vseh dementnih bolnikov. Glede na aktualno definicijo je AB progresivna 
ireverzibilna nevrodegenerativna motnja, ki počasi povzroči propad več različnih kognitiv-
nih možganskih domen. Klinične manifestacije se kažejo v izgubi spomina, motnjah govo-
ra, izgubi funkcionalnosti opravljanja vsakdanjih aktivnosti ter osebnostno-vedenjskih 
motnjah, kar vodi v splošno poslabšanje kvalitete življenja [1]. 
 
 Majhen delež (<5%) AB se pojavlja v redkih družinskih oblikah bolezni, katere 
simptomi nastopijo že v zgodnejšem življenjskem obdobju, tj. med 30. in 50. letom staro-
sti. Vzrok le-te najpogosteje leži v treh možnih genskih mutacijah; na kromosomu 21 v 
genu za amiloid prekurzorski protein (APP), na kromosomu 14 v genu za presenilin 1 
(PS1) in na kromosomu 1 v genu za presenilin 2 (PS2). Večina AB pa se pojavlja v pogo-
stejši, sporadični obliki bolezni s poznejšim izražanjem bolezni - po 70. letu starosti. Tukaj 
gre za kompleksno kombinacijo genskih ter okoljskih dejavnikov, pri čemer sta največja 
faktorja tveganja za pojav te oblike AB starost ter E4 alel gena za apolipoprotein E (apoE) 
na kromosomu 19. Poglavitni patološki značilnosti AB sta amiloidne lehe in nevrofibrilar-
ne pentlje, opažajo pa tudi nevropilne niti, distrofični nevriti, astroglioza, aktivacija mikro-
glije ter možganska amiloida angiopatija. Posledice teh procesov vodijo v nevrodegenera-
tivno izgubo sinaps in nevronov, kar povzroči makroskopsko atrofijo možganov [2]. 
 
1.2.  HIPOTEZA AMILOIDNE KASKADE  
 
 Prevladujoča hipoteza patogeneze AB insinuira, da prihaja tekom bolezni do tok-
sičnega zunajceličnega kopičenja presnovkov APP. Gre za membranski glikoprotein, ki 
vrši funkcijo vzdrževanja strukture sinaps. V svojem aminokislinskem (AK) zaporedju 





 Proteolizo APP katalizirajo encimi sekretaze. Do cepitve sredi AK zaporedja Aβ 
pride, če v prvi stopnji APP hidrolizira α-sekretaza. Tako Aβ ne more nastati, produkta 
cepitve pa se nato zunaj in znotraj celice razgradita do manjših fragmentov, ki delujejo 
nevroprotektivno. V primeru, da APP razgrajujeta β-sekretazi BACE1 in BACE2, pa pride 
do nastanka fragmenta s APPβ, ki se nato razgradi z γ-sekretaznim kompleksom, ki kot 
katalitični podenoti vsebuje presenilin 1 (PS1) ali presenilin 2 (PS2) (Slika 1). Po tem na-
stane omenjeni izsek Aβ, ki je sicer topen in se izloči iz celice, do problema pa pride v 
primeru povečane aktivnosti PS1 in PS2, kjer po cepitvi nastajajo različno dolgi Aβ (med 
39 in 42 AK). Daljši fragmenti, katerih nastanek pospešujejo mutirane oblike PS1 in PS2, 
se zaradi svoje konformacije nalagajo v netopne agregate oz. amiloidne lehe, ki nato v 
živčnem tkivu povzročajo vnetje, okvaro sinaps in apoptozo nevronov. Aβ plaki med dru-
gim vplivajo na prekomerno fosforiliranje tau proteina, katerega vloga v nevronih je ohra-
njanje mikrotubulne strukture. Povečano medsebojno povezovanje hiperfosforiliranega tau 
vodi v nastanek nevrofibrilarnih pentelj, kar okvari citoskelet in s tem aksonski transport 
[3].  
 
 Omenjene biokemijske spremembe v procesiranju APP so značilne za družinsko 
obliko AB. Pri sporadični obliki pa je nagnjenost k razvoju tik za visoko starostjo podkre-
pljena predvsem z genom za apoE. V osnovi je vloga apoE tudi transport Aβ, pri čemer v 
največji meri pripomoreta alela apoE2 in apoE3, ki posredno zmanjšata nastajanje netop-







1.3.  OSTALE HIPOTEZE IN PATOLOŠKE SPREMEMBE 
 
 Številne študije so pokazale, da je ena izmed pomembnih značilnosti, ki se razvije 
tekom AB tudi mitohondrijska disfunkcija (Slika 2). S staranjem je namreč opaziti številne 
mutacije v mitohondrijski DNA (mtDNA), kar vodi v motnjo delovanja dihalne verige ter s 
tem v povečano nastajanje toksičnih reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) in upad produkcije 
ATP. Poškodovani mitohondriji nato vstopijo v proces avtofagocitoze, kjer pa se le delno 
razgradijo. Po formaciji avtolizosomov namreč pride do povečane akumulacije lipofuscina, 
ki vsebuje znatno količino železovih ionov, le-ti pa lahko nato vstopajo v Fentonovo reak-
cijo (Slika 3), kjer prihaja do nastajanja izjemno toksičnega hidroksilnega radikala. [4] 




Slika 2: S starostjo povezana mitohondrijska disfunkcija. A: poškodovani mitohondriji 
vstopajo v proces avtofagocitoze. B, C: nepopolna razgradnja v avtolizosomih vodi v aku-
mulacijo z železom bogatega lipofuscina. D: Membrano avtolizosomov poškoduje višek 
reaktivnih Fe2+ ionov in ROS, čemur sledi izstop le-teh v citoplazmo. E: ROS dodatno po-
spešijo poškodbe zdravih mitohondrijev. F: padec pH povzroči povečano nastajanje Aβ. 
Prirejeno po: [4]. 
 Te spremembe posledično vodijo v poškodbo membrane avtolizosoma, pri čemer 
se ROS in Fe2+ ioni izločijo v citoplazmo, presežna koncentracija železa pa poveča izraža-
nje feritina, APP in feroportina. Feritin v citoplazmi veže proste železove ione ter s tem 
prepreči njihovo nadaljnje vstopanje v Fentonovo in sorodne reakcije. Tisti Fe2+ ioni, ki 
celico zapustijo preko membranskega proteina feroportina, se nato s pomočjo APP pretvo-
rijo v Fe3+ obliko in s pomočjo transportnega proteina transferina dostavijo tkivom, ki ga 
potrebujejo. Ob hudem porastu koncentracij pa se presežni železovi ioni akumulirajo tudi 
zunaj nevronov in s tem drastično vplivajo na povečanje oksidativnega stresa in s tem po-
škodbe ostalih celic v možganih. Tekom AB je tudi opaziti dvig koncentracije cinka, ki se 
med drugim nahaja v mitohondrijih. Ob padcu citoplazmatskega pH se ioni sprostijo v 
citosol, kar ob zmanjšani α-sekretazni aktivnosti vodi v povečano nastajanje Aβ. Tako mi-
tohondrijska disfunkcija dodatno poslabša regulacijo koncentracije cinka [5–7].  
 
5 
Poleg tega so ugotovili, da hiperfosforiliranje tau proteina vodi v aktivacijo proinflamator-
nih signalnih poti v celicah mikroglije in astrocitih, tako da lahko AB okarakteriziramo 
tudi s procesom nevroinflamacije in prekomerno ekspresijo IL1β [4–5].  
 
Slika 3: Fentonova reakcija; prirejeno po [5]. 
 
1.4.  VLOGA HOLINERGIČNEGA SISTEMA 
 
 Holinergični sistem ima pri AB bistveno vlogo v povezavi s kognitivnim upadom v 
kasnejših letih življenja. Biokemijske in histološke raziskave so pokazale, da je velika 
gostota holinergičnih sinaps in njihovo delovanje v talamusu, striatumu, limbičnemu 
sistemu in neokorteksu ključnega pomena za učenje, spomin, logično razmišljanje in ostale 
višje možganske funkcije. Hipoteza temelji na treh mejnikih: osiromašen holinergični pre-
nos v možganski skorji, drastična nevrodegeneracija bazalnega Meynertovega jedra (BMJ), 
ki projicira v neokorteks, ter dognanje, da holinergični antagonisti okvarijo spominske 
funkcije [8]. 
 
 Študije so pokazale, da se v zgodnjih fazah bolezni zmanjša gostota presinaptičnih 
muskarinskih in nikotinskih receptorjev, medtem ko naj bi preostali postsinaptični muska-
rinski receptorji utrpeli funkcionalno okvaro. Progresivna izguba holinergičnih nevronov 
predstavlja ključen nevrokemijski dogodek, ki posledično vpliva na funkcionalnost 
možganske skorje. Holinergične anomalije prav tako korelirajo z zmanjšano aktivnostjo 
acetilholin transferaze (AChT) - encima, ki je odgovoren za sintezo živčnega prenašalca 
ACh. Vse to rezultira v povečanem nastanku Aβ plakov, post-mortem preiskave pa so obe-
nem pokazale, da je vzrok holinergične izgube v možganski skorji povezan tudi z nevrofi-
brilarnimi pentljami v BMJ. Eksperimenti na glodavcih predpostavljajo, da zmanjšan holi-
nergični prenos spodbuja akumuliranje Aβ in hiperfosforilizacijo tau proteina, holinergični 
primankljaj pa prav tako součinkuje s proinflamatornimi mehanizmi, ki poslabšajo kogni-




 Raziskave, ki so obravnavale vpliv antiholinergikov tako pri zdravih posameznikih 
kot pri tistih v zgodnji ali poznejši fazi AB, so pri vseh pokazale postopno oslabitev kogni-
tivnih funkcij. Z molekulskim modeliranjem so dokazali, da AChE interagira z monomeri 
Aβ in pospeši nastanek netopnih fibrilov [9]. V klinični študiji selektivnega AChE zaviral-
ca donepezila pri skupini bolnikov v zgodnji fazi AB je njegova uporaba skozi čas znatno 
zmanjšala propad kortikalnih nevronov in atrofijo možganske skorje. Prav tako so mnogi 
primeri uporabe zaviralcev AChE pri bolnikih z razvito AB stabilizirali prekrvavitev fron-
talnih in temporalnih regij. Med drugim je stimulacija z muskarinskimi agonisti ter zaviral-
ci holinesteraz (ChE) usmerila razgradnjo APP po neamiloidogeni poti, nadaljnji dokazi pa 
so razkrili, da predvsem muskarinski M1 agonisti zmanjšajo nastanek Aβ in hiperfosforila-
cijo tau proteina [8]. 
 
1.4.1. HOLINESTERAZE  
 
 Holinesteraze (ChE) so vseprisotni encimi tako v holinergičnih kot neholinergičnih 
tkivih. Glede na njihovo aktivnost in substratno specifičnost jih delimo na AChE oziroma 
“pravo holinesterazo” in BChE oziroma psevdoholinesterazo. Ena izmed glavnih razlik 
med njima je, da v presežku substrata – to je ACh – pride do substratne inhibicije AChE, 
medtem ko se to pri BChE ne zgodi. Med drugim se razlikujeta tudi po razširjenosti v tki-
vih: AChE najdemo predvsem v možganih, mišicah ter v membranah eritrocitov, BChE pa 
prevladuje v krvni plazmi, srcu, pljučih, ledvicah, črevesju in jetrih. Obe holinesterazi si 
delita 65% AK zaporedja in imata podobno molekulsko strukturo ter aktivni center [10]. 
 
1.4.2. ACETILHOLIN ESTERAZA  
 
 Glavna naloga AChE je kataliza hidrolize nevrotransmitorja ACh, pri čemer nasta-
neta holin in acetatni ion [11]. Vsaka molekula AChE je sposobna hidrolizirati okoli 5000 
molekul ACh na sekundo, kar jo uvršča med katalitsko najbolj učinkovite encime [9]. Ak-
tivno mesto encima sestavljata periferno anionsko vezavno mesto (PAS) ter sama katalitič-
na podenota, ki predstavlja velik hidrofobni žep. Katalitično mesto sestavlja katalitična 
triada Ser200, Glu327 in His440 (številčenje izhaja iz AK zaporedja humane AChE - 
hAChE), pri čemer je Ser200 odgovoren za hidrolizo holinskih estrov. Poleg tega sta po-
membna še acilni žepek, ki je ključen za substratno specifičnost, ter oksoanionsko mesto, 
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ki poveča katalitično učinkovitost AChE, saj stabilizira tetraedrični intermediat, ki nastane 
med encimsko katalizirano reakcijo [11].  
 




 Tako kot pri AChE so tudi pri BChE za njeno aktivnost ključni PAS, katalitična 
triada, acilni žepek ter holin vezavni žepek (Slika 4). Na ustju aktivnega mesta se nahaja 
PAS, kjer sta za vezavo pozitivno nabitih molekul predvsem odgovorna Asp70 in Tyr332 
(številčenje izhaja iz AK zaporedja humane BChE - hBChE) [12]. Med njima je vzpostav-
ljena vodikova vez, ki nadzoruje vstop substratov v aktivno mesto hBChE. Ko se med po-
zitivno nabitim substratom in aromatskih obročem Tyr332 ustvari kation-π vez, pride do 
interakcije substrata ter negativno nabitega Asp70, kar vodi v konformacijsko spremembo. 
Ustje omega pentlje se zoža, kar povzroči, da substrat pripotuje do holin vezavnega mesta, 
kjer tvori kation-π vezi s Trp82. Oksoanionsko vezavno mesto, ki se nahaja v bližini, nato 
s ključnimi AK Gly116, Gly117 ter Ala199 substrat zarotira iz vertikalnega v horizontalen 
položaj, kar omogoči interakcijo z acil vezavnim mestom. Potrebno je omeniti, da ima 
hBChE v svojem hidrofobnem žepu Leu286 ter Val288, ki s svojimi alifatskimi verigami 
omogočata vezavo daljših acilnih verig, kakršno ima npr. butiril holin, medtem ko hAChE 
v svojem acilnem mestu vsebuje Phe295 in Phe297, katerih fenilna obroča omejujeta giba-
nje vezanega substrata in katalizirata hidrolizo krajših acilnih verig, kakršno ima ACh. Ko 
je substrat nato vpet med oksoanionskim mestom ter hidrofobnim žepom, je omogočen 




Slika 4: Shematski prikaz aktivnega mesta hBChE; prirejeno po [10]. 
1.4.3.2. FUNKCIJA  
 
 BChE v našem organizmu vrši več nalog. V ospredju le-teh deluje kot detoksifika-
cijski encim, ki veže substrate, kateri bi povzročili izgubo AChE funkcije. S svojim delo-
vanjem hidrolizira nevromuskulatorni blokator sukcinilholin, kokain, aspirin, amitriptilin, 
organofosfate in karbamate. Med drugim sodeluje pri pretvorbi predzdravil v njihovo ak-
tivno obliko, pomemben pa je tudi z vidika diagnostičnega markerja. V zgodnjih fazah AB 
je ključno najti specifične markerje, ki pomagajo diagnosticirati bolezen v čim bolj zgodnji 
fazi [10]. V študijah transgenih miši z izbitim genom za AChE so prišli do zaključka, da 
BChE hidrolizira tudi ACh. Omenjene miši v svojih tkivih niso imele AChE in ko so na 
njih testirali selektivni zaviralec BChE bambuterol, je to vodilo v respiratorno odpoved in 
smrt, iz česar so prišli do zaključka, da BChE kompenzira odsotnost AChE v sinaptični 
špranji. Testirali so tudi miši z izbitim genom za BChE, vendar z normalnim nivojem 
AChE in jim aplicirali za AChE selektivna zaviralca huperzin A ter donezepil. Miši so 
zaradi prekomernega holinergičnega tonusa poginile, tiste, ki so v svojem organizmu imele 
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normalne nivoje tako AChE kot BChE pa so preživele. Na podlagi tega lahko sklepamo, da 
BChE v kriznih situacijah nastopi kot podporni fiziološki encim in izvede hidrolizo ACh 
[14]. 
 
1.5.  PRIJEMALIŠČA TRENUTNEGA ZDRAVLJENJA 
 
 Prevladujoča terapija obvladovanja AB temelji na obnavljanju holinergične funkci-
je s spojinami, ki blokirajo encimsko presnovo ACh [8]. Za zdravljenje so v Evropi in 
Združenih državah Amerike registrirani holinesterazni zaviralci donepezil, rivastigmin in 
galantamin (Slika 5) [1]. Ti s svojim delovanjem povečajo nivo ACh v sinaptični špranji in 
omilijo kognitivni upad ter tako izboljšajo kvaliteto življenja bolnika, po drugi strani pa 
tudi bistveno razbremenijo osebne negovalce [9]. Kljub temu se pozitiven vpliv teh zdra-
vilnih učinkovin pozna le v kratkem obdobju zdravljenja (maksimalno 1 do 2 leti), pri 
čemer so s svojim mehanizmom delovanja nezmožne vplivati na potek bolezni kot take. 
Poleg tega je njihova učinkovitost omejena, saj pri večjih doziranjih prihaja do različnih 
holinergičnih stranskih učinkov, kot so diareja, slabost, bruhanje, tremor, ki nastanejo za-
radi zaviranja AChE v perifernih tkivih [11–15]. 
 
 Donepezil in galantamin sta selektivna zaviralca AChE, katerih stranski učinki 
vključujejo nizek krvni pritisk, mišično oslabelost, bradikardijo, oteženo dihanje, konvulzi-
je, bruhanje, navzejo in zmedenost. Rivastigmin je po drugi strani reverzibilni kovalentni 
zaviralec tako AChE kot tudi BChE, njegovi stranski učinki pa se kažejo v izgubi apetita, 
diareji, navzeji, bruhanju in izgubi telesne teže [11]. Kljub majhnim razlikam v farmakolo-
giji med samimi zdravili, še ni bilo dokazano, da bi med njimi obstajala razlika v učinkovi-
tosti [9]. Poleg zaviralcev ChE se za zdravljenje AB uporablja tudi memantin (Slika 5), ki 
je nekompetitivni antagonist NMDA receptorjev ter agonist dopaminergičnih receptorjev 
[1]. S svojim delovanjem se je izkazal za koristnega predvsem zaradi zaščite holinergičnih 





Slika 5: Kemijske strukture najpogosteje uporabljenih učinkovin za zdravljenje AB; prire-
jeno po [16–17]. 
  
 Med drugim so tudi ugotovili, da pomanjkanje vitamina D nastopa kot faktor tve-
ganja za razvoj demence, zato se pri posameznikih, ki imajo pomanjkanje vitamina D sve-
tuje jemanje ustreznih nadomestil. Prav tako so raziskave pokazale, da je za ohranjanje 
zdravja možganov izredno pomembno spremljanje kardiovaskularnih faktorjev tveganja. 
Od tu sledi poudarek predvsem na prehranjevanju z mediteransko dieto, kar zmanjša tve-
ganje kognitivnega upada in razvoja AB ter ukvarjanje s športno aktivnostjo. Pri bolnikih, 
ki so bili redno fizično aktivni, so za razliko od tistih, ki niso bili, opazili manj možganske 
atrofije, kar je vodilo v sklep, da aerobna aktivnost preprečuje nevrodegeneracijo preko 
več različnih nevroprotektivnih mehanizmov [1]. 
 
1.6.  BODOČE ZDRAVLJENJE  
 
 Ker so zaviralci ChE nezmožni zaustaviti napredovanje AB, bo potrebno usmerja-
nje v razvoj multifunkcionalnih spojin, ki bodo zmožne ciljati na vso simptomatiko in pa-
tološke dejavnike AB, toda takšne študije so v tem hipu v manjšini [11]. Raziskave zdrav-
ljenja AB vključujejo predvsem ciljanje nevrofibrilarnih pentelj in amiloidnih plakov, prav 
tako pa se predvideva, da bo zgodnejše odkrivanje patologije AB vodilo v uspešnejše 
zdravljenje same bolezni (Slika 6). Trenutno so v razvoju protitelesa, ki ciljajo oligomere 
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in protofibrile Aβ in olajšujejo njihovo odstranjevanje iz možganov, kot tudi številne spo-
jine, ki zavirajo v proizvodnji Aβ esencialen encim BACE1. Mnogi strokovnjaki so mne-
nja, da naj bi kombinirana terapija obeh pristopov k eliminaciji Aβ vodila do večje učinko-
vitosti terapije. Napredek se kaže tudi pri razvijanju cepiv na osnovi tau proteina, pri čemer 
jih je že kopica pokazala varnost in učinkovitost na živalskih modelih, ena študija, ki se je 
izvajala na ljudeh, pa je poleg dobrega varnostnega profila pokazala jasen in pozitiven 
imunski odziv. Klinične faze testiranj teh cepiv in njihovi rezultati so trenutno še v teku 
[1].  
 
 Vredno je še omeniti, da so v hkratnem razvoju tudi nove generacije zaviralcev 
ChE, hibridi sintetičnih zaviralcev, analogi klasičnih zaviralcev ChE ter derivati naravnih 
spojin, ki povzročajo manj stranskih učinkov, kažejo izboljšano prehajanje krvno-
možganske pregrade (hematoencefalne bariere, HEB) in večjo učinkovitost, vendar jih je 
velika večina za zdaj bila preučevana le na živalskih modelih. Študije povezav med struk-
turo in delovanjem novih multifunkcionalnih zaviralcev, ki bazirajo na zaviralcih ChE 
ugotavljajo specifične karakteristike, ki bodo potrebne za doseganje klinične učinkovitosti. 
Da bo neka spojina učinkovita kot zaviralec ChE je potrebna prisotnost pozitivno sekun-
darnega ali še boljše terciarnega dušikovega atoma, na katerega je pripeta kratka alkilna 
veriga, prisotnost kisikovega atoma zmožnega tvorbe vodikovih vezi z oksianionsko luknjo 
v aktivnem mestu ChE, navzočnost elektron donorskih skupin ter integracija dveh ogljiko-




Slika 6: Shematski prikaz mehanizma delovanja spojin v III fazi kliničnih testiranj v l. 




2. NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je sinteza in vrednotenje analogov 3-(4-fluorofenetil)piperidina 
kot selektivnih zaviralcev hBChE. Izhodišče za raziskovanje omenjenih spojin nam bo 
predstavljala študija raziskovalcev s Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani in Kemij-
skega inštituta, ki so uspeli identificirati serijo spojin zadetkov, med katerimi je najbolj 
izstopala spojina A (Slika 7) z jakostjo zaviranja hBChE v nanomolarnem območju (IC50 = 
80,3 nM). Molekula v aktivnem mestu encima najverjetneje tvori kation-π vezi s fenilnimi 
obroči ter hidrofobne vezi preko svojega fluorofenilnega dela. Naše optimizacije bodo ba-
zirale na spreminjanju substitucije mesta 3 piperidina z željo povečanja zaviralne jakosti na 
encimu hBChE ter povečanju selektivnosti glede na encim hAChE, katerega je spojina 
vodnica zavirala v mikromolarnem območju (IC50 = ~ 56,4 µM ). Na benzenov obroč bo-
mo uvedli različne substituente, ki bi potencialno lahko povečali energijo interakcij z ve-
zavnim mestom hBChE ter na ta način izboljšali jakost zaviranja. Po sintezah bomo spoji-
ne kromatografsko in spektroskopsko ovrednotili, njihovo zaviralno aktivnost na hBChE in 
hAChE pa preverili s klasično in literaturno uveljavljeno Ellmanovo metodo.  
 
 
Slika 7: Kemijska struktura 1-(2-(3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona A 




3. MATERIALI IN METODE  
 
3.1.  MATERIALI 
 
Delo smo izvajali z uporabo topil in reagentov proizvajalcev Sigma Aldrich, Merck, Acros, 
Fluka, Apollo Scientific in TCI Europe. Predhodno smo pripravili tudi brezvodni THF 
(destilacija nad natrijem ob prisotnosti benzofenona kot indikatorja). 
 




Tankoplastna kromatografija: Z metodo smo sprotno spremljali potek reakcij. Raztopine 
izhodnih spojin in reakcijske zmesi smo nanašali na Merck-ov Silica gel 60 F254 z 0,20 
mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 20 cm z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem in jih razvijali v mobilni fazi, ustrezni za spremljanje določe-
ne stopnje reakcije. Za detekcijo spojin smo uporabljali orositveni reagent (ninhidrin, 2,4-
dinitrofenilhidrazin) ter UV svetlobo valovnih dolžin λ = 254 nm in λ = 366 nm.  
 
Kolonska adsorpcijska »flash« kromatografija: Produkte smo čistili in izomerno loče-
vali z uporabo peska, Merck-ovega silikagela 60 velikosti delcev 0,04–0,063 mm in 
ustrezno mobilno fazo, ki je navedena v poglavju eksperimentalnega dela pri vsakem po-
sameznem sinteznem koraku. 
 
Reverznofazna kromatografija: Uporabili smo Biotage Isolera One System, s kolono 
Biotage SNAP Cartiridge KP-C18-HS 12 g z mobilno fazo 0,1% TFA (aq)/MeOH; 0,1% 
TFA (aq)/CH3CN ali H2O/MeOH. Spojine smo nato detektirali pri valovnih dolžinah 220 
nm in 254 nm.  
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): Čistost končnih spojin smo ugo-
tavljali z uporabo sistema Thermo Fisher UltimMate 3000 UPLC s kolono Acquity UPLC 
HSS C18 1,8 μm (2,1 × 50 mm) termostatirano na 40 °C, s hitrostjo pretoka mobilne faze 
0,4 mL/min, volumnom injiciranja 1 μL in koncentracijo vzorca 0,2 mg/mL (0,2% TFA v 
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CH3CN). Mobilna faza je bila 0,1 % TFA v CH3CN. Gradient CH3CN je bil: 0–7 min, 10 




Masna spektroskopija visoke ločljivosti (HRMS): Uporabljali smo masni spektrometer 
Q Executive Plus LC-MS/MS (Thermo Scientific). 
 
Masna spektroskopija: Uporabljali smo masni spektrometer Expression CMS (Advion). 
 
Jedrska magnetna resonanca: NMR spektri so bili posneti na spektrometru Bruker 
Avance III 400 MHz. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih (CDCl3, DMSO-d6, Me-
OD). Dobljene spektre smo obdelali s programom MestReNova v 14.0. 
 
Infrardeča spektroskopija: Spojinam smo IR spekter posneli na spektrofotometru FT-IR 




Zaviralno aktivnosti končnih spojin na encimu hBChE ter selektivnost v primerjavi z 
hAChE smo vrednotili z encimsko metodo po Ellmanu, s katero določimo vrednost IC50. 
Vrednosti IC50 predstavlja tisto koncentracijo, pri kateri pride do 50 % zmanjšanja aktiv-
nosti encima. Metoda temelji na encimsko katalizirani hidrolizi butiriltioholinskega oz. 
acetiltioholinskega substrata in reakciji med nastalim tioholinom ter Ellmanovim reagen-
tom (5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina), DTNB), kjer poleg mešanega disulfida nastane 
rumeno obarvan 5-tio-2-nitrobenzoatni anion (Slika 8). Njegovo nastajanje smo spremljali 
kot spremembo absorbance pri absorpcijskem maksimumu λ = 412 nm po eni minuti do-






Slika 8: Shema poteka Ellmanove metode pri reakciji butiriltioholina s hBChE in nastanka 
obarvanega aniona.. 
Materiali in metode:  
• Substrat: S-butiriltioholin jodid (BTCI) (Sigma Aldrich)  
• Substrat: S-acetiltioholin jodid (ATCI) (TCI Europe)  
• Encim: rekombinantna človeška butirilholin esteraza (hBChE) (16,5 mg/mL) 
• Encim: rekombinantna človeška acetilholin esteraza (hAChE) (14,3 mg/mL) 
• Ellmanov reagent: 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina), DTNB (Sigma Aldrich) 
• Pufer: 0,1 M fosfatni pufer s pH = 8,0 (Na2HPO4 × 2H2O, Merck Millipore) 
• Topilo: DMSO (ACS, Honeywell) 
• Zaviralci: Spojine 31–42 
Meritve smo opravili z mikrotitrskim čitalcem Synergy H4 s programsko opremo Gen5 
(BioTek Instruments, Inc., USA). 
 
Izvedba metode in analiza rezultatov:  
Meritve smo izvajali v triplikatih s končnim volumnom reakcijske zmesi 300 μL. Vsaka 
vdolbina je vsebovala DTNB s koncentracijo 370 μM, padajoče koncentracije spojin ter 
butiriltioholin oz. acetiltioholin v koncentraciji 500 μM. Najprej smo na mikrotitrsko plo-
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ščico nanesli osnovno raztopino DTNB ter napipetirali raztopine testnih spojin padajočih 
koncentracij in encima ter 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi, da se je vzpostavilo 
razmerje med encimom in zaviralcem. Dodatek substrata butiriltioholina oz. acetiltioholina 
je sprožil encimsko reakcijo, kar nam je omogočilo spremljanje nastajanja 5-tio-2-
nitrobenzoatnega aniona z 1 minutnim merjenjem absorbance pri λ = 412 nm.  
 
Iz izmerjenih absorbanc smo izračunali povprečni naklon, iz njega pa povprečno hitrost 
koncentracij za vsako spojino (vi) ter vrednost začetne hitrosti (v0) iz vzorca, ki ni vseboval 
nobenega zaviralca, ampak samo DMSO v enaki koncentraciji (1 %). Z rezidualno aktiv-
nostjo encima RA (RA = vi/v0) smo izrazili inhibitorni učinek spojin ter narisali graf odvi-
snosti RA od koncentracije preiskovane spojine. S programsko opremo GraphPad Prism 
v8.0 smo izračunali vrednost IC50 po enačbi:  
Y = Min + (Max –Min)/(1 + 10((Log IC50
 – X) × Hill koeficient)), pri čemer je X logaritem koncen-




Določitev temperature tališča: Uporabljali smo Kofflerjev mikroskop z ogrevalno mizico 
Leica. Tališča so nekorigirana. 
 






4. EKSPERIMENTALNO DELO 
 
4.1.  Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (1) 
 
 
Slika 9: Sinteza spojine 1. 
Piperidin-3-karboksilno kislino (20,0 g; 154,8 mmol; 1,0 ekv.) smo raztopili v zmesi 1 M 
NaOH(aq.) (154,8 mL; 154,8 mmol; 1,0 ekv.) ter 1,4-dioksana (155 mL) in nastalo razto-
pino ohladili na ledeni kopeli. Nato smo dodali di-terc-butil dikarbonat (Boc2O) (40,55 g; 
185,8 mmol; 1,2 ekv.) raztopljen v 1,4-dioksanu (155 mL). Reakcijsko zmes smo pustili 
mešati pri sobni temperaturi 3 h. Po pretečenem času smo na rotavaporju odparili približno 
polovico količine topil v bučki. Preostanek smo prenesli v lij ločnik in ga nakisali z 1 M 
HCl(aq.) do pH 2–3. Sledila je ekstrakcija z EtOAc (3 × 150 mL). Organsko fazo smo suši-
li z Na2SO4, filtrirali in ji odparili topilo pod znižanim tlakom ter produkt posušili z vaku-
umsko črpalko. 
1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina (1) M = 229,27 g/mol 
Izgled: bela praškasta oborina Ttal: 144–146 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,69 




δ (ppm) = 1.45 (s, 9H), 1.59–1.74 (m, 2H), 2.03–2.09 (m, 1H), 2.44–
2.51 (m, 1H), 2.81–2.88 (m, 1H), 3.03 (bs, 1H), 3.85–3.91 (m, 1H), 
4.10 (bs, 1H), 9.29 (bs, 1H) 
ESI-MS 
Izračunano za C11H19N2O4+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 252,1,  
Izmerjena vrednost: 252,0 
 
4.2.  Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (2) 
 
 




Spojini 1 (48,674 g; 0,212 mol; 1,0 ekv.) smo po vrstnem redu dodali diklorometan (250 
mL), TBTU (81,685 g; 0,2544 mol; 1,2 ekv.), Et3N (88,6 mL; 0,636 mol; 3,0 ekv.) in N,O-
dimetilhidroksilamonijev klorid (24,85 g; 0,2544 mol; 1,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi 15 ur. Zmes smo spirali z 1 M HCl(aq.) (2 × 50 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL), prečiščeno vodo (1 × 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 50 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Rumen oljnat produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 1/2). 
Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-
karboksilat (2) 
M = 272,34 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 89–91 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,27 
Izkoristek reakcije: 64,9 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.37–1.53 (m, 1H), 1.43 (s, 9H), 1.54–1.73 (m, 2H), 
1.89–1.92 (m, 1H), 2.57– 2.85 (m, 3H), 3.16 (s, 3H), 3.71 (s, 
3H), 4.10 (bs, 2H) 
ESI-MS 
Izračunano za C13H24N2O4+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 295,2,  
Izmerjena vrednost: 295,0 
 
4.3.  Sinteza terc-butil-3-(formilpiperidin)-1-karboksilata (3) 
 
 
Slika 11: Sinteza spojine 3. 
V 500 mL bučko smo natehtali spojino 2 (9,926 g; 0,0364 mol; 1,0 ekv.) in jo raztopili v 
brezvodnem THF (150–200 mL). Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli in zagoto-
vili inertno atmosfero z argonom. Nato smo po manjših porcijah dodali LiAlH4 (2,072 g; 
0,0546 mol; 1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 1,5 h na ledeni kopeli. Reakcij-
ski zmesi smo previdno po kapljicah dodali nasičeno raztopino NaHCO3 (50 mL) ter upari-
li THF. Sledila je ekstrakcija z EtOAc (3 × 200 mL), predhodno smo zmesi dodali še raz-
topino NaHCO3 (200 mL). Združene organske faze smo nato spirali s prečiščeno vodo (1 × 
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100 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 100 mL), sušili z Na2SO4 in odparili topilo. Z 
rumenim oljnatim produktom smo nadaljevali v naslednji reakcijski stopnji. 
Terc-butil-3(formilpiperidin)-1-karboksilat (3) M = 213,29 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,52 
Izkoristek reakcije: > 100 % zaradi prisotnih nečistot in zaostankov topil  
 
4.4.  Sinteza 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona (4) 
 
 
Slika 12: Sinteza spojine 4. 
1-(2-Hidroksietil)-2-pirolidon (10 mL; 0,0885 mol, 1,0 ekv.) smo raztopili v toluenu (200 
mL) in dodali PBr3 (7,509 mL; 0,0796 mol; 0,9 ekv.) ter segrevali reakcijsko zmes pri po-
gojih refluka 3 h. Po ohladitvi smo zmesi med mešanjem dodali H2O (50 mL), pri čemer 
sta se organska in vodna faza ločili. Organsko fazo smo spirali z 1 M NaOH(aq.) (2 × 150 
mL) ter ji dodali trden K2CO3. Vodno fazo smo ponovno spirali z DKM (3 × 150 mL). 
Združenima organskima fazama smo nato odparili topilo. 
1-(2-Bromoetil)pirolidin-2-on (4) M = 192,06 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 20/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 62,8 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.98–2.10 (m, 2H), 2.37 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 3.46 (t, J 
= 6.4 Hz, 2H), 3.48 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 6.4 Hz, 2H) 
 





Slika 13: Shema sinteze Wittigovih reagentov. 
V MeCN (30 mL) smo raztopili izhodni benzil bromid (1 ekv.) ter dodali trifenilfosfin (1 
ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali in segrevali pod refluksom 12 h. Nato smo odparili 
topilo, dodali DKM (20–30 mL) in dietil eter (20 mL) ter produkte izolirali s filtracijo z 
odsesavanjem. Spojini 7 smo po uparitvi MeCN poleg DKM in dietil etra dodali še petrole-
ter (10 mL). Spojino 8 smo pod refluksom segrevali in mešali 20 h ter nato direktno dodali 
le petroleter (10 mL), sledila je izolacija produkta s filtracijo. 
 







(4-Metilbenzil)trifenilfosfonijev bromid (5) 447,36 50,0 % 
bela 
oborina 
(4-Bromobenzil)trifenilfosfonijev bromid (6) 512,22 45,8 % 
(4-(Trifluorometil)benzil)trifenilfosfonijev bromid (7) 501,33 48,7 % 
(3-Klorobenzil)trifenilfosfonijev bromid (8) 467,78 92,5 % 
 





Slika 14: Wittigova reakcija. 
V 250 mL bučki smo fosfonijev ilid (1,1 ekv.) raztopili v brezvodnem THF (40 mL) in 
zagotovili inertno atmosfero z argonom. Pri sobni temperaturi smo dodali natrijev 
bis(trimetilsilil)amid - NaHMDS (0,6 M raztopino v THF, 1,2 ekv.), pri čemer se je reak-
cijska zmes obarvala oranžno-rdeče. Po 1 uri mešanja smo dodali aldehid 3 (1,0 ekv.) raz-
topljen v brezvodnem THF (30 mL). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni tempe-
raturi 18 h. Sledil je dodatek nasičene raztopine NaHCO3 (30 mL). Topilo smo odparili ter 
reakcijsko zmes resuspendirali v EtOAc (30 mL) in nasičeni raztopini NaHCO3 (30 mL). 
Faze smo ločili, vodno fazo pa ekstrahirali z EtOAc (2 × 100 mL). Združene organske faze 
smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (150 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4 ter odparili 
topilo. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo ter pri izbranih frakcijah od-
parili topilo.  
 
Spojino terc-butil (E/Z)-3-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilat (9) smo sintetizirali iz (4-
metilbenzil)trifenilfosfonijevega bromida (5) (5,757 g; 12,87 mmol) in aldehida (3) (2,5 g; 
11,7 mmol) po splošnem postopku Wittigove reakcije. Surov produkt smo očistili s kolon-
sko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 1/9) in izolirali 1881 mg produkta, ki vsebuje 13 % 
cis derivata in 87 % trans derivata.  
Terc-butil (E/Z)-3-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilat (9) M = 301,43 g/mol 
Izgled: beli kristali Ttal: 58,8–61,3 °C 
TLC: Rf (MF: EtOAc/Hex = 1/1) = 0,52 




(400 MHz, CDCl3) 
Cis + trans δ(ppm) = 1.24–1.52 (m, 14H), 1.68–1.74 (m, 1H), 
1.82–1.86 (m, 0.2H), 1.88–1.94 (m, 1H), 2.25–2.335 (m, 4.4H), 
2.60–2.80 (m, 2.4H), 3.92–4.18 (m, 2.4H), 5.37 (dd, J = 11.7, 9.8 
Hz, 0.2H), 6.03 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 15.9, 1.2 
Hz, 1.2H), 7.11 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.1 Hz, 0.4H), 
7.20 (d, J = 8.1 Hz, 0.4H), 7.24 (d, J = 7.9 Hz, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C19H28NO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 324,2,  
Izmerjena vrednost: 324,2 
 
 
Spojino terc-butil (E/Z)-3-(4-bromostiril)piperidin-1-karboksilat (10) smo sintetizirali iz 
(4-bromobenzil)trifenilfosfonijevega bromida (6) (5,86 g; 11,44 mmol) in aldehida (3) 
(2,208 g; 10,4 mmol) po splošnem postopku Wittigove reakcije. Surov produkt smo očistili 
s kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1) in izolirali 109 mg čistega cis deriva-
ta in 224 mg čistega trans derivata ter 1451 mg zmesi cis/trans derivata.  
Terc-butil (E/Z)-3-(4-bromostiril)piperidin-1-karboksilat (10) M = 366,30 g/mol 
Izgled: bledo rumeni kristali Ttal: 48,8–51,3 °C 
TLC: Rf cis (petroleter/eter = 9/1) = 0,2 
TLC: Rf trans (petroleter/eter = 9/1) = 0,1 
Izkoristek reakcije: 46,8 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
Cis δ(ppm) = 1.28–1.38 (m, 1H), 1.43–1.50 (m, 1H), 1.46 (s, 
9H), 1.61–1.68 (m, 1H), 1.78–1.88 (m, 1H), 2.61–2.84 (m, 3H), 
3.86–4.05 (m, 2H), 5.45 (dd, J = 11.7, 9.8 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 
11.6 Hz, 1H), 7.44–7.47 (m, 4H). 
 
Trans δ(ppm) = 1.31–1.52 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.67–1.75 (m, 
1H), 1.88–1.95 (m, 1H), 2.26–2.35 (m, 1H), 2.62–2.82 (m, 2H), 
3.91–4.15 (m, 2H), 6.08 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 1H), 6.38 (dt, J = 
16.1, 0.8 Hz, 1H), 7.18–7.22 (m, 2H), 7.40–7.45 (m, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C18H24BrNO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 388,1,  
Izmerjena vrednost: 388,1 
 
Spojino terc-butil (E/Z)-3-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (11) smo sinteti-
zirali iz (4-(trifluorometil)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (7) (5,901 g; 11,77 mmol) 
in aldehida (3) (2,286 g; 10,7 mmol) po splošnem postopku Wittigove reakcije. Surov pro-
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dukt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1) in izolirali 191 mg 
čistega cis derivata in 160 mg čistega trans derivata ter 1244 mg zmesi cis/trans derivata.  
Terc-butil (E/Z)-3-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-
karboksilat (11) 
M = 355,40 g/mol 
Izgled: beli kristali Ttal: 63,5–65,1 °C 
TLC: Rf cis (MF: petroleter/eter = 9/1) = 0,14 
TLC: Rf trans (MF: petroleter/eter = 9/1) = 0,10 
Izkoristek reakcije: 44,6 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
Cis δ(ppm) = 1.33–1.40 (m, 1H), 1.42–1.51 (m, 1H), 1.45 (s, 
9H), 1.63–1.69 (m, 1H), 1.81–1.90 (m, 1H), 2.61–2.69 (m, 2H), 
2.78 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 3.88–4.04 (m, 2H), 5.54 (dd, J = 11.7, 
9.9 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 
7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2H). 
 
Trans δ(ppm) = 1.31–1.53 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.69–1.74 (m, 
1H), 1.90–1.97 (m, 1H), 2.32–2.38 (m, 1H), 2.72 (bs, 1H), 2.81 
(ddd, J = 13.2, 11.2, 3.0 Hz, 1H), 3.96 (bd, J = 13.5 Hz, 1H), 
4.10 (bs, 1H), 6.19 (dd, J = 16.1, 7.0 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 16.1 
Hz, 1H), 7.43 (bd, J = 8.1 Hz, 2H), 7.54 (bd, J = 8.2 Hz, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C19H24F3NO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 378,2,  
Izmerjena vrednost: 378,2 
 
Spojino terc-butil (E/Z)-3-(3-klorostiril)piperidin-1-karboksilat (12) smo sintetizirali iz (3-
klorobenzil)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (8) (6,586 g; 14,1 mmol) in aldehida (3) 
(2,737 g; 12,8 mmol) po splošnem postopku Wittigove reakcije. Surov produkt smo očistili 
s kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1) in izolirali 55 mg čistega cis derivata 
in 162 mg čistega trans derivata ter 1958 mg zmesi cis/trans derivata.  
Terc-butil (E/Z)-3-(3-klorostiril)piperidin-1-karboksilat (12) M = 321,85 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (MF: petroleter/eter = 9/1) = 0,20 
TLC: Rf trans (MF: petroleter/eter = 9/1) = 0,12 




(400 MHz, CDCl3) 
Cis δ(ppm) = 1.31–1.38 (m, 1H), 1.43–1.50 (m, 1H), 1.45 (s, 
9H), 1.66 (dt, J = 13.3, 3.6 Hz, 1H), 1.83 (bd, J = 13.4 Hz, 1H), 
2.62–2.69 (m, 2H), 2.75–2.82 (m, 1H), 3.93–4.02 (m, 2H), 5.47 
(dd, J = 11.7, 9.9 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 7.16–7.27 
(m, 4H). 
 
Trans δ(ppm) = 1.35–1.52 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.69–1.73 (m, 
1H), 1.89–1.95 (m, 1H), 2.27–2.36 (m, 1H), 2.67 (bs, 1H), 2.79 
(ddd, J = 13.2, 11.3, 3.1 Hz, 1H), 3.97 (bd, J = 13.4 Hz, 1H), 4.09 
(bs, 1H), 6.10 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 1H), 6.38 (dd, J = 16.0, 1.2 
Hz, 1H), 7.16–7.24 (m, 3H) 7.33 (s, 1H).  
ESI-MS 
Izračunano za C18H24ClNO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 344,1, 
Izmerjena vrednost: 344,3 
 
 
4.7.  REDUKCIJA DVOJNE VEZI – SINTEZA SPOJIN 13–15 
 
 
Slika 15: Redukcija dvojne vezi. 
Cis/trans izomer Wittigove reakcije (1,0 ekv.) smo raztopili v EtOH (50 mL) in zagotovili 
inertno atmosfero z argonom (prepihavanje z balončki 20 min). Nato smo dodali katalitič-
no količino Pd/C (10 % na ogljik, 10–20 % [w/w] glede na izhodno spojino) in nastalo 
suspenzijo mešali pod H2(g) atmosfero pri sobni temperaturi 24 h. Katalizator smo odstra-
nili s filtracijo skozi Celit, uparili topilo ter produkt posušili na vakuumski črpalki.  
 
Spojino 13 smo sintetizirali iz terc-butil (E/Z)-3-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilata 9 
(0,851 g; 2,83 mmol) po splošnem postopku redukcije dvojne vezi in izolirali 697 mg 




Terc-butil 3-(4-metilfenetil)piperidin-1-karboksilat (13) M = 303,45 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,38 
Izkoristek reakcije: 81,1 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.07–1.15 (m, 1H), 1.36–1.55 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 
1.63 (dt, J = 13.2, 3.9 Hz, 1H), 1.85 (bd, J = 12.9 Hz, 1H), 2.32 
(s, 3H), 2.49 (bs, 1H), 2.60 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 12.1 
Hz, 1H), 3.89 (dt, J = 13.2, 4.0 Hz, 1H), 4.06 (bs, 1H), 7.05–
7.10 (m, 4H). 
ESI-MS 
Izračunano za C19H29NO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 326,2,  
Izmerjena vrednost: 326,1 
 
Spojino 14 smo sintetizirali iz 10 (0,227 g; 0,620 mmol) po splošnem postopku redukcije 
dvojne vezi, pri čemer smo kot topilo uporabili EtOAc.  
Terc-butil 3-(4-bromofenetil)piperidin-1-karboksilat (14) M = 368,32 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,23 
Izkoristek reakcije: 46,4 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.13 (qd, J = 12.7, 3.6 Hz, 1H), 1.43–1.64 (m, 4H), 
1.74–1.84 (m, 2H), 2.54–2.60 (m, 3H), 2.71–2.77 (m, 1H), 3.19 
(t, J = 11.6 Hz, 2H), 7.17–7.20 (m, 2H), 7.45–7.49 (m, 2H), 
8.39–8.44 (m, 1H), 8.70 (bs, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H19BrN (M+(H))
+ (m/z): 268,1,  
Izmerjena vrednost: 267,8 
 
Spojino 15 smo sintetizirali iz terc-butil (E/Z)-3-(3-klorostiril)piperidin-1-karboksilata 12 
(1,281 g; 3,98 mmol) po splošnem postopku redukcije dvojne vezi. Spojino smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1) in izolirali 619 mg čistega produkta.  
Terc-butil 3-(3-klorofenetil)piperidin-1-karboksilat (15) M = 323,86 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (MF: petroleter/eter = 9/1) = 0,18 




(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.07–1.17 (m, 1H), 1.36–1.63 (m, 5H), 1.45 (s, 9H), 
1.86 (bd, J = 11.4 Hz, 1H), 2.52 (bs, 1H), 2.65 (t, J = 7.9 Hz, 
2H), 2.75–2.84 (m, 1H), 3.89 (dt, J = 13.1, 4.0 Hz, 1H), 4.06 
(bs, 1H), 7.16–7.20 (m, 3H), 7.27–7.30 (m, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C18H26ClNO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 346,2,  
Izmerjena vrednost: 346,0 
 
4.7.1. POSKUS SINTEZE terc-butil 3-(3-bromofenetil)piperidin-1-karboksilata (16) 
 
 
Slika 16: Neuspela poskusa sinteze spojine 14 in nastali produkt. 
Zmes cis/trans izomera 10 (0,775 g; 2,12 mmol; 1,0 ekv.) smo raztopili v EtOH (50 mL) 
izvedli reakcijo in izolacijo po splošnem postopku za redukcijo dvojne vezi. TLC, NMR 
ter masna analiza so nam razjasnile, da reakcija ni potekla do želenega produkta, nastal je 
namreč produkt 16, kjer je brom zamenjam z vodikovim atomom.  
 
Postopek sinteze smo ponovili, vendar tokrat uporabili katalitično količino Pd/BaSO4. Zo-
pet je prišlo do substitucije broma z vodikom. Združena produkta 16 ter 17 smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = Hex/EtOAc = 9/1) ter s čistim produktom nadaljevali v 
naslednji reakcijski stopnji odstranitve Boc zaščitne skupine. 
Terc-butil 3-fenetilpiperidin-1-karboksilat (16, 17) M = 289,42 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,34  




(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.05–1.15 (m, 1H), 1.22–1.34 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 
1.41–1.52 (m, 2H), 1.57 (dt, J = 12.8, 4.0 Hz, 1H), 1.78 (bd, J = 
12.2 Hz, 1H), 2.51–2.52 (m, 1H), 2.57 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 2.79 
(t, J = 11.8 Hz, 1H), 3.71 (bd, J = 13.3 Hz, 1H), 3.82 (bs, 1H), 
7.14–7.21 (m, 3H), 7.25–7.29 (m, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C18H27NO2+Na
+ (M+(Na))+ (m/z): 312,2,  
Izmerjena vrednost: 312,1 
 
4.8.  ODŠČITA BOC ZAŠČITNE SKUPINE - SINTEZA SPOJIN 18–28 
 
 
Slika 17: Shema odstranitve zaščitne skupine Boc. 
 
Tabela II: Substituenti spojin v reakcijah odščite Boc skupine. 
Oznaka spojine Distančnik R 
18 -trans vinil- 4-Me 
19 -etil- 4-Me 
20 -cis vinil- 4-Br 
21 -trans vinil- 4-Br 
22 -etil- 4-Br 
23 -etil- 4-H 
24 -cis vinil- 4-CF3 
25 -trans vinil- 4-CF3 
26 -cis vinil- 3-Cl 
27 -trans vinil- 3-Cl 





Boc zaščiteni spojini (1 ekv.) smo pri sobni temperaturi dodali EtOH (30 mL) ter 37 % 
HCl(aq) (10 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali pod refluksom (2 h, 80 ºC), ohladili na 
sobno temperaturo ter odparili topilo. Surovi produkt smo uporabili v naslednji rekacijski 
stopnji brez predhodnega čiščenja.  
 
Spojino 18 smo sintetizirali iz spojine 9 (0,82 g; 2,72 mmol) po splošnem postopku odščite 
Boc skupine. Produkt vsebuje približno 5 % cis izomera. 
(E)-3-(4-Metilstiril)piperidinijev klorid (18) M = 237,77 g/mol 
Izgled: svetlo zeleni kristali Ttal: 191,8–192,9 ºC 
TLC: Rf (DKM/M = 20/1) = 0,0  
Izkoristek reakcije: 94,6 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.40 (qd, J = 12.2, 4.4 Hz, 1H), 1.70–1.85 (m, 3H), 
2.26 (s, 3H), 2.59–2.80 (m, 3H), 3.20 (t, J = 12.0 Hz, 2H), 6.13 
(dd, J = 16.1, 6.6 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 
7.8 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 9.29 (bs, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C14H20N (M+(H))
+ (m/z): 202,2,  
Izmerjena vrednost: 202,0 
 
Spojino 19 smo sintetizirali iz spojine 13 (0,589 g; 1,94 mmol) po splošnem postopku od-
ščite Boc skupine.  
3-(4-Metilfenetil)-piperidinijev klorid (19) M = 239,78 g/mol 
Izgled: zeleni kristali Ttal: 44,5–46,6 ºC 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 84,1 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.13 (qd, J = 12.7, 3.7 Hz, 1H), 1.40–1.57 (m, 4H), 
1.75 (dt, J = 14.0, 3.2 Hz, 1H), 1.80–1.85 (m, 1H), 2.25 (s, 3H), 
2.52–2.57 (m, 3H), 2.67–2.77 (m, 1H), 3.18 (t, J = 11.6 Hz, 2H), 
7.09 (s, 4H), 8.55–8.61 (m, 1H), 8.89 (bd, J = 8.2 Hz, 1H). 
ESI-MS 
izračunano za C14H22N (M+(H))
+ (m/z): 204,2,  




Spojino 20 smo sintetizirali iz spojine 10cis (0,109 g; 0,298 mmol) po splošnem postopku 
odščite Boc skupine. 
(Z)-3-(4-Bromostiril)piperidinijev klorid (20) M = 302,64 g/mol 
Izgled: svetlo rjavi kristali Ttal: 119,9–121,8 ºC 
TLC: Rf (DKM/M = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 97,0 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.41 (qd, J = 13.1, 4.4 Hz, 1H), 1.59–1.81 (m, 3H), 
2.70–2.81 (m, 2H), 2.91–3.01 (m, 1H), 3.13 (bd, J = 12.3 Hz, 
1H), 3.21 (bd, J = 12.5 Hz, 1H), 5.47 (dd, J = 11.7, 10.1 Hz, 
1H), 6.48 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 7.49–7.52 (m, 2H), 7.55–7.58 
(m, 2H), 8.62–8.69 (m, 1H), 8.89 (bd, J = 7.7 Hz, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H17BrN (M+(H))
+ (m/z): 266,1,  
Izmerjena vrednost: 266,0 
 
Spojino 21 smo sintetizirali iz spojine 10trans (0,224 g; 0,612 mmol) po splošnem postop-
ku odščite Boc skupine. 
(E)-3-(4-Bromostiril)piperidinijev-1-klorid (21) M = 302,64 g/mol 
Izgled: svetlo rjavi kristali Ttal: 213,1–216,0 ºC 
TLC: Rf (DKM/M = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 97,3 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.42 (qd, J = 13.3, 4.1 Hz, 1H), 1.63–1.75 (m, 1H), 
1.80–1.89 (m, 2H), 2.58–2.62 (m, 1H), 2.73–2.84 (m, 2H), 3.25 
(bt, J = 15.8 Hz, 2H), 6.26 (dd, J = 16.2, 6.8 Hz, 1H), 6.47 (dd, 
J = 16.3, 1.1 Hz, 1H), 7.36–7.40 (m, 2H), 7.51–7.54 (m, 2H), 
8.70–8.80 (m, 1H), 8.89 (bd, J = 9.9 Hz, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H17BrN (M+(H))
+ (m/z): 266,1,  
Izmerjena vrednost: 266,0 
 
Spojino 22 smo sintetizirali iz spojine 14 (0,19 g; 0,516 mmol) po splošnem postopku od-
ščite Boc skupine.  
3-(4-Bromofenetil)piperidinijev klorid (22) M = 304,66 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
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TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 64,3 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.13 (qd, J = 12.7, 3.6 Hz, 1H), 1.43–1.64 (m, 4H), 
1.74–1.84 (m, 2H), 2.54–2.60 (m, 3H), 2.71–2.77 (m, 1H), 3.19 
(t, J = 11.6 Hz, 2H), 7.17–7.20 (m, 2H), 7.45–7.49 (m, 2H), 
8.39–8.44 (m, 1H), 8.70 (bs, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H19BrN (M+(H))
+ (m/z): 268,1,  
Izmerjena vrednost: 267,8 
 
Spojino 23 smo sintetizirali iz zmesi 16/17 (0,559 g; 1,52 mmol) po splošnem postopku 
odščite Boc skupine.  
3-Fenetilpiperidinijev klorid (23) M = 225,76 g/mol 
Izgled: sivi kristali Ttal: 134,7–136,9 ºC 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 20/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 93,6 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.15 (qd, J = 12.7, 3.7 Hz, 1H), 1.45–1.67 (m, 4H), 
1.74–1.79 (m, 1H), 1.84 (bd, J = 13.3 Hz, 1H), 2.56–2.62 (m, 
3H), 2.73–2.79 (m, 1H), 3.21 (t, J = 13.5 Hz, 2H), 7.16–7.22 (m, 
3H), 7.26–7.31 (m, 2H), 8.34 (bs, 1H), 8.63 (bs, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H20N (M+(H))
+ (m/z): 190,2,  
Izmerjena vrednost: 190,0 
 
Spojino 24 smo sintetizirali iz spojine 11cis (0,191 g; 0,537 mmol) po splošnem postopku 
odščite Boc skupine.  
(Z)-(3-(4-(Trifluorometil)stiril)piperidinijev klorid (24) M = 291,74 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/M = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 96,2 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.39–1.49 (m, 1H), 1.59–1.70 (m, 1H), 1.74–1.80 (m, 
2H), 2.73–2.82 (m, 2H), 2.92–3.02 (m, 1H), 3.15 (bd, J = 12.3 
Hz, 1H), 3.21 (bd, J = 12.6 Hz, 1H), 5.58 (dd, J = 11.7, 10.2 Hz, 
1H), 6.61 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.73 (d, 




Izračunano za C14H17F3N (M+(H))
+ (m/z): 256,1,  
Izmerjena vrednost: 256,1 
 
Spojino 25 smo sintetizirali iz spojine 11trans (0,16 g; 0,45 mmol) po splošnem postopku 
odščite Boc skupine.  
(E)-(3-(4-(Trifluorometil)stiril)piperidinijev klorid (25) M = 291,74 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/M = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 97,7 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.39–1.49 (m, 1H), 1.60–1.72 (m, 1H), 1.81–1.91 (m, 
2H), 2.55–2.58 (m, 1H), 2.74–2.85 (m, 2H), 3.21–3.25 (m, 2H), 
6.40 (dd, J = 16.2, 6.8 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.64 
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.69 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.41 (bs, 2H). 
ESI-MS 
Izračunano za C14H17F3N (M+(H))
+ (m/z): 256,1,  
Izmerjena vrednost: 256,1 
 
Spojino 26 smo sintetizirali iz spojine 12cis (0,055 g; 0,171 mmol) po splošnem postopku 
odščite Boc skupine. Produkt vsebuje še približno 15 % trans derivata. 
(Z)-3-(3-Klorostiril)piperidinijev klorid (26) M = 258,19 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 93,0 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.37–1.47 (m, 1H), 1.58–1.69 (m, 1H), 1.73–1.85 (m, 
2H), 2.72–2.82 (m, 2H), 2.89–2.99 (m, 1H), 3.14–3.22 (m, 2H), 
5.50 (dd, J = 11.7, 10.1 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 
7.27–7.30 (m, 1H), 7.33 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.37 (t, J = 1.6 Hz, 
1H), 7.41 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.48–8.56 (m, 1H), 8.83 (bs, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H27ClN (M+(H))
+ (m/z): 222,1,  
Izmerjena vrednost: 222,1 
 
Spojino 27 smo sintetizirali iz spojine 12trans (0,162 g; 0,503 mmol) po splošnem postop-
ku odščite Boc skupine. Produkt vsebuje še približno 10 % cis derivata.  
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(E)-3-(3-Klorostiril)piperidinijev klorid (27) M = 258,19 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/M = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 93,8 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.37–3.47 (m, 1H), 1.67–1.76 (m, 1H), 1.80–1.87 (m, 
2H), 2.70–2.84 (m, 3H), 3.24 (bt, J = 16.6 Hz, 2H), 6.32 (dd, J = 
16.2, 6.7 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 7.29 (dt, J = 7.3, 
1.9 Hz, 1H), 7.33–7.40 (m, 2H), 7.51 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 8.95 
(bs, 1H), 9.03 (bs, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H17ClN (M+(H))
+ (m/z): 222,1,  
Izmerjena vrednost: 222,3 
 
Spojino 28 smo sintetizirali iz spojine 15 (0,619 g; 1,91 mmol) po splošnem postopku od-
ščite Boc skupine.  
3-(3-Klorofenetil)piperidinijev klorid (28) M = 260,20 g/mol 
Izgled: / Ttal: /  
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,0 
Izkoristek reakcije: 83,0 % 
 
 




Slika 18: Sinteza spojine 29 
Spojino 29 smo sintetizirali iz zmesi 11cis/trans (0,483 g; 1,36 mmol) po splošnem po-
stopku odščite Boc skupine.  
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(E/Z)-3-(4-(Trifluorometil)stiril)piperidinijev klorid (29) M = 291,74 g/mol 
Izgled: rozasto olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = / 
Izkoristek reakcije: 81,6 % 
ESI-MS 
Izračunano za C14H17F3N (M+(H))
+ (m/z): 256,1,  




Slika 19: Sinteza spojine 30 
 
Spojino 30 smo sintetizirali iz (E/Z)-3-(4-(trifluorometil)stiril)piperidinijevega klorida 29 
(0,751 g; 2,57 mmol) po splošnem postopku redukcije dvojne vezi.  
3-(4-(Trifluorometil)fenetil)piperidinijev klorid (30) M = 293,76 g/mol 
Izgled: rjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = / 
Izkoristek reakcije: 86,0 % 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ(ppm) = 1.16 (qd, J = 12.6, 3.6 Hz, 1H), 1.48–1.69 (m, 4H), 
1.76 (dt, J = 14.1, 2.8 Hz, 1H), 1.84 (bd, J = 13.2 Hz, 1H), 2.54–
2.56 (m, 1H), 2.66–2.75 (m, 3H), 3.20 (t, J = 14.7 Hz, 2H), 7.46 
(d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.54–8.63 (m, 1H), 
8.90 (bd, J = 9.7 Hz, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C14H19F3N (M+(H))
+ (m/z): 258,1,  







4.9.  ALKILIRANJE PIPERIDINA - SINTEZA SPOJIN 31–43 
 
 
Slika 20: Shema reakcije alkiliranja 
 
Tabela III: Substituenti spojin pri reakcijah alkiliranja 
Oznaka spojine Distančnik R 
31 -cis vinil- 4-Me 
32 -trans vinil- 4-Me 
33 -etil- 4-Me 
34 -cis vinil- 4-Br 
35 -trans vinil- 4-Br 
36 -etil- 4-Br 
37 -etil- 4-H 
38 -cis vinil- 4-CF3 
39 -trans vinil- 4-CF3 
40 -etil- 4-CF3 
41 -cis vinil- 3-Cl 
42 -trans vinil- 3-Cl 
43 -etil- 3-Cl 
 
Izhodno spojino – odščiten piperidinski derivat v obliki soli s kloridom (1 ekv.) smo razto-
pili v MeCN (50 mL), ohladili na ledeni kopeli ter zagotovili inertno atmosfero z argonom. 
Sledil je dodatek KI (katalitična količina), K2CO3 (3 ekv.) ter nato še 1-(2-
bromoetil)pirolidin-2-ona (1,5 ekv.). Suspenzijo smo pustili mešati pri sobni temperaturi 
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16–72 h. Reakcijski zmesi smo uparili topilo ter produkt raztopili v DKM (40 mL) in nasi-
čeni vodni raztopini NaHCO3 (20 mL). Nastali fazi smo ločili v liju ločniku, organsko fazo 
pa sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), jo posušili nad brezvodnim Na2SO4 in odpa-
rili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo in ga posušili na vakuumski čr-
palki. 
 
V določenih primerih je bilo potrebno izvesti še čiščenje z reverznofazno kromatografijo. 
Izbrane frakcije, ki so vsebovale čisti produkt, smo uparili, raztopili v DKM (20 mL), do-
dali nasičeno raztopino NaHCO3 (20 mL) in ločili fazi. Vodno fazo smo dodatno ekstrahi-
rali z DKM (2 × 40 mL). Združenim organskim fazam smo uparili topilo in produkt posu-
šili z vakuumsko črpalko. 
 
4.9.1. Sinteza (Z)-1-(2-(3-(4-metilstiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (31) in (E)-1-
(2-(3-(4-metilstiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (32) 
 
Spojini 31 in 32 smo sintetizirali iz spojine 18 (1,347 g; 5,67 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Spojini smo očistili s kolonsko kromatografijo (1. kolona: MF = CH2Cl2/MeOH 
= 20/1; 2. kolona: MF = CHCl3/MeOH = 30/1) in izolirali 121 mg čistega cis produkta in 
385 mg čistega trans produkta. Preostanek (185 mg) je predstavljal zmes obeh izomerov, 
ki ju nismo uspeli ločiti.  
(Z)-1-(2-(3-(4-Metilstiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (31) M = 312,46 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 28,5 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.15 (qd, J = 12.2, 4.1 Hz, 1H), 1.51–1.62 (m, 1H), 
1.64–1.71 (m, 1H), 1.73–1.79 (m, 1H), 1.90–2.06 (m, 4H), 2.34 
(s, 3H), 2.36 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.50 (bt, J = 6.4 Hz, 2H), 2.81–
2.92 (m, 3H), 3.35–3.48 (m, 4H), 5.40 (dd, J = 11.7, 9.9 Hz, 
1H), 6.36 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.17 (d, 
J = 8.2 Hz, 2H).  
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
 δ (ppm) = 18.16, 21.29, 24.98, 31.10, 31.18, 35.78, 40.06, 
47.92, 53.82, 56.09, 59.61, 128.60, 128.95, 129.07, 134.46, 




Izračunano za C20H29N2O (M+(H))
+ (m/z): 313,2274, 
Izmerjena vrednost: 313,2269 
IR (ATR) 
2927, 2772, 1675, 1510, 1493, 1461, 1424, 1357, 1285, 1158, 
1111, 946, 830, 740, 704, 654, 556 cm–1 
HPLC tR = 3,57 min (čistost 95,09 % pri 220 nm) 
 
 
(E)-1-(2-(3-(4-Metilstiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (32) M = 312,46 g/mol 
Izgled: oranžni kristali Ttal: 56,7–59,8 ºC 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,38 
Izkoristek reakcije: 28,6 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.18 (qd, J = 12.3, 4.1 Hz, 1H), 1.52–1.64 (m, 1H), 
1.68–1.75 (m, 1H), 1.79–1.85 (m, 1H), 1.91 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 
1.96–2.04 (m, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.34–2.42 (m, 3H), 2.49 (td, J = 
6.6, 1.7 Hz, 2H), 2.84–2.91 (m, 2H), 3.42 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 
3.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.06 (dd, J = 16.0, 7.2 Hz, 1H), 6.36 
(dd, J = 16.1, 1.2 Hz, 1H), 7.07–7.11 (m, 2H), 7.21–7.24 (m, 
2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18.03, 21.17, 25.11, 30.67, 30.99, 39.79, 39.99, 47.77, 
53.79, 55.98, 59.81, 125.87, 128.87, 129.17, 132.02, 134.77, 
136.71, 174.95. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H29N2O (M+(H))
+ (m/z): 313,2274,  
Izmerjena vrednost: 313,2269 
IR (ATR) 
3606, 3104, 2933, 2821, 2781, 2744, 1664, 1513, 1492, 1467, 
1430, 1377, 1359, 1316, 1285, 1267, 1218, 1158, 1123, 1091, 
1057, 1042, 1026, 959, 929, 846, 796, 775, 735 cm–1 
HPLC tR = 3,63 min (čistost 97,57 % pri 220 nm) 
 
 
4.9.2. Sinteza 1-(2-(3-(4-metilfenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (33) 
 
Spojino 33 smo sintetizirali iz spojine 19 (0,562 g; 2,34 mmol) po splošnem postopku alki-
liranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 15/1) in 
izolirali 437 mg čistega produkta. 
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1-(2-(3-(4-Metilfenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (33) M = 314,12 g/mol 
Izgled: motno beli kristali Ttal: 52,9–53,4 ºC 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,46 
Izkoristek reakcije: 59,4 %  
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 0.91 (qd, J = 12.5, 4.1 Hz, 1H), 1.42–1.60 (m, 4H), 
1.62–1.80 (m, 3H), 1.92–2.02 (m, 3H), 2.30 (s, 3H), 2.36 (t, J = 
8.1 Hz, 2H), 2.47 (td, J = 6.8, 2.2 Hz, 2H), 2.57 (ddd, J = 8.9, 
7.2, 4.2 Hz, 2H), 2.82–2.89 (m, 2H), 3.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 
3.43 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.03–7.08 (m, 4H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.09, 21.06, 25.35, 30.87, 31.05, 32.77, 35.85, 36.53, 
40.05, 47.82, 54.30, 56.07, 60.40, 128.23, 129.04, 135.11, 
139.59, 175.02. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H31N2O (M+(H))
+ (m/z): 315,2431,  
Izmerjena vrednost: 315,2426 
IR (ATR) 
2922, 2870, 2849, 2804, 2785, 2745, 1678, 1666, 1514, 1490, 
1468, 1453, 1431, 1377, 1360, 1318, 1266, 1221, 1172, 1152, 
1116, 1099, 1060, 1045, 1025, 968, 952, 929, 845, 806, 772, 737 
cm–1  
HPLC tR = 3,65 min (čistost 97,49 % pri 220 nm) 
 
4.9.3. Sinteza (Z)-1-(2-(3-(4-bromostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (34) 
 
Spojino 34 smo sintetizirali iz spojine 20 (0,133 g; 0,498 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) in 
izolirali 59 mg čistega cis produkta. 
(Z)-1-(2-(3-(4-Bromostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (34) M = 377,33 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,30 
Izkoristek reakcije: 31,4 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.16 (qd, J = 12.0, 6.4 Hz, 1H), 1.47–1.56 (m, 1H), 
1.64–1.74 (m, 2H), 1.90 (t, J = 10.3 Hz, 1H), 1.96–2.05 (m, 3H), 
2.37 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.72–2.83 (m, 
3H), 3.38–3.43 (m, 4H), 5.50 (dd, J = 11.7, 9.9 Hz, 1H), 6.32 (d, 




(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.16, 24.95, 31.06, 31.10, 35.82, 40.04, 47.83, 53.83, 
56.00, 59.37, 120.65, 127.96, 130.32, 131.48, 135.96, 136.50, 
175.06. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26BrN2O (M+(H))
+ (m/z): 377,1223,  
Izmerjena vrednost: 377,1219 
IR (ATR) 
2927, 2796, 1676, 1585, 1484, 1461, 1423, 1388, 1356, 1284, 
1158, 1136, 1109, 1007, 945, 839, 786, 730 cm–1 
HPLC tR = 3,76 min (čistost 98,44 % pri 220 nm) 
 
4.9.4. Sinteza (E)-1-(2-(3-(4-bromostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (35) 
 
Spojino 35 smo sintetizirali iz spojine 21 (0,236 g; 0,883 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1) in 
izolirali 186 mg čistega trans produkta.  
(E)-1-(2-(3-(4-Bromostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (35) M = 377,33 g/mol 
Izgled: rjavo oranžni kristali Ttal: 52,2–54,5 ºC 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 20/1) = 0,31 
Izkoristek reakcije: 55,9 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.19 (qd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H), 1.53–1.64 (m, 1H), 
1.69–1.75 (m, 1H), 1.78–1.84 (m, 1H), 1.92 (t, J = 10.5 Hz, 1H), 
1.97–2.04 (m, 3H), 2.37 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.35–2.43 (m, 1H), 
2.50 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.87 (dd, J = 19.7, 10.7 Hz, 2H), 3.43 (t, 
J = 6.8 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.12 (dd, J = 16.0, 7.2 
Hz, 1H), 6.33 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.18–7.21 (m, 2H), 7.39–
7.42 (m, 2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.11, 25.10, 30.57, 31.05, 39.85, 40.05, 47.80, 53.88, 
55.99, 59.59, 120.71, 127.62, 128.02, 131.60, 134.04, 136.61, 
175.05. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26BrN2O (M+(H))
+ (m/z): 377,1223,  
Izmerjena vrednost: 377,1219 
IR (ATR) 
2914, 2806, 1677, 1485, 1461, 1436, 1420, 1284, 1222, 1164, 
1150, 1137, 1084, 1069, 1030, 1006, 971, 855, 826, 802 cm–1 




4.9.5. Sinteza 1-(2-(3-(4-(bromofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (36) 
 
Spojino 36 smo sintetizirali iz spojine 22 (0,108 g; 0,354 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili najprej s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 
20/1), nato z reverznofazno kromatografijo (Isolera, opisano zgoraj) in še z eno dodatno 
normalnofazno kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) ter izolirali 18 mg 
produkta. Na podlagi protonskega NMR spektra lahko ocenimo, da produkt vsebuje še cca. 
5 % stranskega produkta, kjer je prišlo v stopnji katalitskega hidrogeniranja do substitucije 
broma z vodikom. 
1-(2-(3-(4-(Bromofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (36) M = 379,34 g/mol 
Izgled: svetlo oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,33 
Izkoristek reakcije: 16,2 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 0.89 (qd, J = 12.6, 4.1 Hz, 1H), 1.40–1.56 (m, 4H), 
1.61–1.77 (m, 3H), 1.93–2.01 (m, 3H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 
2.44 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.52–2.59 (m, 2H), 2.79–2.85 (m, 2H), 
3.39 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.01–7.04 (m, 
2H), 7.34–7.37 (m, 2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.10, 25.35, 30.86, 31.07, 32.65, 35.77, 36.17, 40.05, 
47.77, 54.33, 56.01, 60.28, 119.40, 130.17, 131.39, 141.66, 
175.05. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H28BrN2O (M+(H))
+ (m/z): 379,1380,  
Izmerjena vrednost: 379,1374 
IR 
2925, 1674, 1487, 1461, 1439, 1360, 1285, 1159, 1115, 1070, 
1028, 1009, 922, 802, 779, 730 cm–1 
HPLC tR = 3,87 min (čistost 94,83 % pri 220 nm) 
 
4.9.6. Sinteza 1-(2-(3-fenetilpiperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (37) 
 
Spojino 37 smo sintetizirali iz spojine 23 (0,371 g; 1,64 mmol) po splošnem postopku alki-
liranja. Produkt smo očistili najprej s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 
20/1), nato pa še z reverznofazno kromatografijo (Isolera, opisano zgoraj) in izolirali 118 
mg čistega produkta. 
1-(2-(3-Fenetilpiperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (37) M = 300,45 g/mol 
 
41 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,34 
Izkoristek reakcije: 23,9 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 0.92 (qd, J = 12.4, 4.0 Hz, 1H), 1.45–1.58 (m, 4H), 
1.63–1.82 (m, 3H), 1.93–2.03 (m, 3H), 2.36 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 
2.48 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.59–2.66 (m, 2H), 2.87 (t, J = 11.3 Hz, 
2H), 3.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.14–7.19 
(m, 3H), 7.24–7.29 (m, 2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.04, 24.87, 30.53, 30.97, 33.13, 35.49, 36.27, 39.64, 
47.73, 54.10, 55.62, 59.98, 125.73, 128.30, 128.34, 142.48, 
175.14. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H29N2O (M+(H))
+ (m/z): 301,2274,  
Izmerjena vrednost: 301,2270 
IR (ATR) 
3493, 3025, 2929, 1673, 1601, 1494, 1431, 1362, 1283, 1230, 
1144, 1113, 1078, 1074, 1031, 992, 911, 886, 848, 749, 714, 
697, 654 cm–1  
HPLC tR = 3,26 min (čistost 95,26 % pri 220 nm) 
 
4.9.7. Sinteza (Z)-1-(2-(3-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona 
(38) 
 
Spojino 38 smo sintetizirali iz spojine 24 (0,137 g; 0,47 mmol) po splošnem postopku alki-
liranja. Produkt smo očistili najprej s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 
50/1), nato z reverznofazno kromatografijo (Isolera, opisano zgoraj). Izolirali smo 101 mg 
čistega cis produkta. 
(Z)-1-(2-(3-(4-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-
2-on (38) 
M = 366,43 g/mol 
Izgled: svetlo oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,34 




(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.16 (qd, J = 12.1, 3.6 Hz, 1H), 1.45–1.57 (m, 1H), 
1.63–1.74 (m, 2H), 1.90 (t, J = 10.9 Hz, 1H), 1.93–2.04 (m, 3H), 
2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.45 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.70–2.81 (m, 
3H), 3.32–3.49 (m, 4H), 5.57 (dd, J = 11.8, 10.1 Hz, 1H), 6.40 
(d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 8.1 
Hz, 2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.09, 24.89, 31.01, 31.04, 35.89, 39.99, 47.72, 53.79, 
55.92, 59.27, 124.31 (q, JC,F = 271.9 Hz), 125.26 (q, JC,F = 3.8 
Hz), 127.81, 128.68 (q, JC,F = 32.2 Hz), 128.85, 137.22, 141.21, 
175.00.  
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H26F3N2O (M+(H))
+ (m/z): 367,1992,  
Izmerjena vrednost: 367,1986 
IR (ATR) 
2931, 1679, 1613, 1493, 1462, 1424, 1358, 1322, 1160, 1116, 
1065, 1014, 946, 854, 747 cm–1 
HPLC tR = 3,88 min (čistost 95,04 % pri 220 nm) 
 
4.9.8. Sinteza (E)-1-(2-(3-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona 
(39) 
 
Spojino 39 smo sintetizirali iz spojine 25 (0,138 g; 0,473 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) in 
izolirali 71 mg čistega trans produkta.  
(E)-1-(2-(3-(4-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-
2-on (39)  
M = 366,43 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,33 
Izkoristek reakcije: 41,0 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.19 (qd, J = 12.1, 4.1 Hz, 1H), 1.52–1.63 (m, 1H), 
1.69–1.74 (m, 1H), 1.78–1.84 (m, 1H), 1.92 (t, J = 10.5 Hz, 1H), 
1.95–2.02 (m, 3H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.38–2.43 (m, 1H), 
2.48 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.81–2.85 (m, 1H), 2.88–2.91 (m, 1H), 
3.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.21 (dd, J = 
16.0, 7.1 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 16.1, 1.1 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 




(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18.10, 25.08, 30.51, 31.06, 39.91, 40.06, 47.79, 53.89, 
55.98, 59.47, 124.34 (q, JC,F = 272.2 Hz), 125.49 (q, JC,F = 3.8 
Hz), 126.20, 127.96, 128.85 (q, JC,F = 32.3 Hz), 136.01, 141.19, 
175.09. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H26F3N2O (M+(H))
+ (m/z): 367,1989,  
Izmerjena vrednost: 367,1986 
IR (ATR) 
2931, 1671, 1613, 1493, 1463, 1424, 1360, 1327, 1321, 1160, 
1116, 1066, 1014, 969, 862, 814, 775, 733 cm–1 
HPLC tR = 3,95 min (čistost 96,88 % pri 220 nm) 
 
 
4.9.9. Sinteza 1-(2-(3-(4-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (40) 
 
Spojino 40 smo sintetizirali iz spojine 30 (0,61 g; 2,08 mmol) po splošnem postopku alkili-
ranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1) in izoli-
rali 282 mg čistega produkta.  
1-(2-(3-(4-(Trifluorometil)fenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-
on (40) 
M = 368,44 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,36 
Izkoristek reakcije: 36,8 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 0.89 (qd, J = 12.8, 4.2 Hz, 1H), 1.42–1.57 (m, 4H), 
1.59–1.77 (m, 3H), 1.89–2.00 (m, 3H), 2.33 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 
2.43 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.59–2.70 (m, 2H), 2.77–2.85 (m, 2H), 
3.36–3.42 (m, 4H), 7.24 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 
2H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.04, 25.32, 30.82, 31.02, 33.06, 35.78, 36.00, 40.03, 
47.69, 54.30, 55.96, 60.20, 124.42 (q, JC,F = 270.0 Hz), 125.24 
(q, JC,F = 3.8 Hz), 128.03 (q, JC,F = 32.3 Hz), 128.66, 146.85, 
175.02.  
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H28F3N2O (M+(H))
+ (m/z): 369,2146,  
Izmerjena vrednost: 369,2142 
IR (ATR) 
2927, 1678, 1616, 1493, 1423, 1360, 1322, 1320, 1287, 1159, 
1116, 1066, 1017, 831, 735 cm–1 
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HPLC tR = 3,97 min (čistost 98,23 % pri 220 nm) 
 
 
4.9.10. Sinteza (Z)-1-(2-(3-(3-klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (41) 
 
Spojino 41 smo sintetizirali iz spojine 26 (0,041 g; 0,159 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 30/1) in 
izolirali 35 mg čistega cis produkta. 
(Z)-1-(2-(3-(4-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (41) M = 332,87 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,42 
Izkoristek reakcije: 66,2 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.16 (qd, J = 12.4, 3.8 Hz, 1H), 1.50–1.60 (m, 1H), 
1.65–1.77 (m, 2H), 1.93 (t, J = 12.1 Hz, 1H), 1.96–2.04 (m, 3H), 
2.36 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.73–2.85 (m, 
3H), 3.33–3.48 (m, 4H), 5.52 (dd, J = 11.7, 9.9 Hz, 1H), 6.33 (d, 
J = 11.7 Hz, 1H), 7.14 (dt, J = 7.5, 1.6 Hz, 1H), 7.19–7.24 (m, 
2H), 7.36 (t, J = 7.6 Hz, 1H).  
13C-NMR  
(100 MHz, aceton-d6) 
δ(ppm) = 18.80, 25.66, 31.23, 31.78, 36.75, 40.12, 47.72, 54.46, 
56.66, 59.67, 127.50, 127.98, 128.19, 129.11, 130.89, 134.46, 
137.58, 140.53, 174.47.  
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26ClN2O (M+(H))
+ (m/z): 333,1723,  
Izmerjena vrednost: 333,1720 
IR (ATR) 
2928, 2798, 1682, 1678, 1592, 1561, 1492, 1462, 1424, 1357, 
1284, 1159, 1136, 1113, 1076, 998, 883, 835, 794, 728, 705, 684 
cm–1 
HPLC tR = 3,61 min (čistost 95,11 % pri 220 nm) 
 
 
4.9.11. Sinteza (E)-1-(2-(3-(3-klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (42) 
 
Spojino 42 smo sintetizirali iz spojine 27 (0,239 g; 0,926 mmol) po splošnem postopku 
alkiliranja. Produkt smo očistili najprej s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 
30/1), nato z reverznofazno kromatografijo (Isolera, opisano zgoraj). Izolirali smo 28 mg 
čistega trans produkta.  
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(E)-1-(2-(3-(3-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (42) M = 332,87 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,45 
Izkoristek reakcije: 52,9 % 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 1.20 (qd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H), 1.53–1.62 (m, 1H), 
1.69–1.76 (m, 1H), 1.79–1.85 (m, 1H), 1.93 (t, J = 10.5 Hz, 
1H), 1.97–2.05 (m, 3H), 2.38 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.37–2.45 (m, 
1H), 2.50 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.83–2.90 (m, 2H), 3.43 (t, J = 6.8 
Hz, 2H), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.15 (dd, J = 16.0, 7.2 Hz, 
1H), 6.34 (dd, J = 16.0, 1.1 Hz, 1H), 7.15–7.24 (m, 3H), 7.32–
7.34 (m, 1H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 18.14, 25.08, 30.59, 31.08, 39.85, 40.06, 47.85, 53.86, 
56.03, 59.61, 124.39, 125.95, 127.03, 127.93, 129.79, 134.50, 
134.81, 139.59, 175.07.  
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26ClN2O (M+(H))
+ (m/z): 333,1729,  
Izmerjena vrednost: 333,1738 
IR (ATR) 
3454, 2930, 2799, 1668, 1592, 1563, 1492, 1463, 1424, 1359, 
1285, 1207, 1160, 1077, 1027, 995, 965, 876, 775, 684 cm–1 
HPLC tR = 3,71 min (čistost 98,66 % pri 220 nm) 
 
 
4.9.12. Sinteza 1-(2-(3-(3-klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43) 
 
Spojino 43 smo sintetizirali iz spojine 28 (0,66 g; 2,54 mmol) po splošnem postopku alkili-
ranja. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1) in izoli-
rali 341 mg produkta, ki pa glede na protonski NMR spekter vsebuje še cca 20 % derivata, 
kjer je pri katalitskem hidrogeniranju v predhodnih stopnjah sinteze prišlo do substitucije 
klora z vodikom. 
1-(2-(3-(3-Klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43) M = 334,89 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,35 




(400 MHz, aceton-d6) 
δ(ppm) = 0.96 (qd, J = 12.6, 4.2 Hz, 1H), 1.46–1.67 (m, 5H), 
1.73–1.80 (m, 2H), 1.94–2.00 (m, 3H), 2.20 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 
2.46 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.65 (dd, J = 8.6, 6.8 Hz, 2H), 2.81–
2.95 (m, 2H), 3.37 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.45 (dd, J = 7.3, 6.6 Hz, 
2H), 7.15–7.32 (m, 4H). 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ(ppm) = 17.98, 25.21, 30.74, 30.96, 33.14, 35.73, 36.29, 39.93, 







5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1.  KOMENTAR SINTEZNEGA POSTOPKA 
 
5.1.1. Wittigova reakcija 
 
 Ključna stopnja v našem sinteznem postopku je bila Wittigova reakcija, kjer gre za 
reakcijo med karbonilno skupino in fosfonijevim ilidom, pri čemer nastane alken. Fosfoni-
jeva skupina, ki v reakciji aktivira ogljik ilida, se kasneje ob nastanku alkena izloči kot 
fosfonijev oksid (Slika 21).  
 Za pripravo Wittigovih reagentov smo izbrane aril halide najprej raztopili v aceto-
nitrilu, čemur smo nato dodali trifenilfosfin ter reakcijsko zmes čez noč segrevali pod re-
fluksom. Nukleofilni PPh3 je napadel polariziran elektrofilni ogljikov atom s pripetim ha-
logenom, pri čemer je prišlo do izstopa halogenidnega iona ter vezave med omenjenim 
ogljikovim atomom in fosfonijevim ionom. Produkt smo v naslednji reakcijski stopnji v 
obliki Wittigove soli raztopili v brezvodnem THF in zagotovili inertno armosfero z argo-
nom, s čimer smo se izognili reakciji z molekulami vode. Prav tako smo v brezvodnem 
THF raztopili vstopni aldehid, čemur je sledil dodatek baze NaHMDS, ki je odtegnila atom 
vodika na ogljiku poleg fosforjevega atoma in s tem omogočila nadaljnji nukleofilni napad 
ilidnega ogljika na karbonilni ogljik aldehida. Kisik je ob tem prejel negativni naboj, napa-
Slika 21: Shema Wittigove reakcije. X, Y, Z so lahko alkilna, arilna ali alkoksi funkcional-
na skupi-na, R2 = alkil, aril, vinil ali elektron akceptor. Karbonilna skupina je lahko for-
maldehid (R1a=R1b=H), aldehid (R1a= alkil/aril, R1b=H) ali keton (R1a= alkil/aril, 
R1b=alkil/aril). Prirejeno po: [19]. 
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del fosfonijev ion, ob čemer je nastal štiričlenski obroč - oksafosfetan, ki pa je zaradi ste-
rične oviranosti hipoma razpadel na trifenilfosin oksid in alken [19]. 
 
5.1.2. Katalitsko hidrogeniranje 
 
 Izomerom po Wittigovi reakciji smo reducirali dvojno vez, kar smo dosegali v pri-
sotnosti vodikove atmosfere z ustreznim katalizatorjem. Hidrogenacija dvojne vezi alke-
nov je termodinamsko ugodna reakcija, ker nastane stabilnejši produkt z nižjo energijo, 
vendar ne more poteči brez prisotnosti katalizatorja, ki zniža aktivacijsko energijo potreb-
no za doseganje prehodnega stanja reakcije. Atomi vodika in molekule alkena se ob tem 
vežejo na površino katalizatorja, čemur sledi prenos vodikov na ogljikova atoma, med ka-
terima je dvojna vez, kar vodi v nastanek alkana [20]. Spojine 9–12 smo za potrebe reduk-
cije raztopili v etanolu in jih reducirali z uporabo 10 % (w/w) katalitične količine Pd/C 
glede na maso vstopnega alkena. Pri redukciji spojine 10 nismo dobili želenega produkta, 
saj je na mestu 4 benzena prišlo do substitucije bromovega atoma z vodikovim, kar so po-
trdili tudi TLC, NMR ter masna spektrometrija. Sintezo smo ponovili z uporabo manj akti-
viranega katalizatorja Pd/BaSO4, vendar ponovno utrpeli enak rezultat. Redukcija nam je 
kasneje uspela z uporabo 5 % katalitične količine Pd/C glede na maso izhodne spojine, pri 
čemer pa smo kot topilo reakcije izbrali EtOAc.  
 
5.2.  REZULTATI ENCIMSKEGA TESTIRANJA 
 
 Končnim spojinam (Slika 22) smo zaviralno aktivnost na hBChE ter hAChE dolo-
čili z encimsko metodo po Ellmanu. Rezultate smo izrazili z vrednostjo IC50, ki predstavlja 
tisto koncentracijo, pri kateri pride do polovičnega zmanjšanja aktivnosti encima (Tabela 
IV). Z namenom določanja seletivnosti spojin za zaviranje hBChE napram hAChE, smo 
izmerili rezidualno aktivnost v odstotkih (RA) hAChE pri koncentraciji spojine 100 μM, 






Slika 22: Shematski prikaz končnih zaviralcev 
 





IC50± SEM (nM) 
hAChE 
RA @ 100 µM 
ali 
 IC50  SEM 
A 
 
99,8 ± 8,7 ~56,4 µM 
31 
 
11,30 ± 2,60 66,3 ± 1,5 % 
32 
 
595,4 ± 12,3 72,1 ± 7,5 % 
33 
 
66,2 ± 13,0 65,0 ± 0,7 % 
34 
 





3071 ± 425 50,4 ± 1,1 % 
36 
 
57,0 ± 4,1 ~40,96 µM 
37 
 
37,2 ± 7,5 77,8 ± 13,1 % 
38 
 
92,1 ± 9,5 50,0 ± 1,6 % 
39 
 
7704 ± 170 51,2 ± 6,7 % 
40 
 
299,1 ± 37,3 ~65,79 µM 
41 
 




551,8 ± 59,8 
 
63,1 ± 8,1 % 
 Med sintetiziranimi spojinami je derivat 31 najmočneje zaviral hBChE, s padajočo 
jakostjo inhibicije pa so mu sledili analogi 34, 37, 36, 33, 38, 41, 40, 42, 32, 35 in 39. Te-
kom raziskovalnega dela na Katedri za farmacevtsko kemijo je bilo na podlagi večih razre-
šenih kristalnih struktur zaviralcev iz te serije v kompleksu s hBChE ugotovljeno, da je za 
vezavo v encim hBChE ključna kation-π interakcija med Tyr332 in piperidinskim dušikom 
zaviralca. K boljši vezavi so doprinesle tudi možne vodikove vezi in/ali kation-π interakci-
je s Ser198 in His438 katalitične triade ter nespecifične hidrofobne interakcije s Trp82 v 
holin vezavnem mestu [12], [22]. Od preiskovanih spojin so imele tiste v cis konformaciji 
in tiste z reducirano dvojno vezjo izrazito močnejšo jakost inhibicije kot spojine v trans 
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konformaciji, ker slednja najverjetneje zaradi svoje rigidne iztegnjene narave onemogoča 
tvorbo ugodnih interakcij med aktivnim mestom encima in samim zaviralcem. Spojina 31, 
ki je najmočnejši zaviralec z IC50 vrednostjo 11,30  ±2,60 nM, ima na para mestu substitu-
irano metilno skupino, ki je za razliko od spojine 34 z bromom na para mestu benzena, 
tvorila bolj ugodne interakcije v acilnem vezavnem žepu encima. Če pogledamo še ostali 
molekuli s cis konformacijo, opazimo, da je pri spojini 38 trifluorometilni fragment na 
para mestu benzena poslabšal jakost zaviranja hBChE, spojina 41 s substituiranim klorom 
na meta mestu pa je še šibkeje aktivna. Reducirani zaviralci se očitno prostorsko lažje ori-
entirajo in prilagodijo vezavi v aktivno mesto encima. Spojina 37, ki je sicer izkazala naj-
boljšo selektivnost za hBChE v primerjavi s hAChE, tvori s svojim nesubstituiranim ben-
zenom hidrofobne interakcije v acilnem žepu, vendar ima za razliko od spojine 36, ki ima 
benzenov obroč para substituiran z bromom, skoraj dvakrat nižjo IC50 vrednost. Brom 
torej ne doprinaša k izboljšanju moči vezave in močnejšemu zaviranju, kot tudi ne trifluo-
rometilni fragment na para mestu benzena spojine 40, ki je od reduciranih analogov naj-
šibkejšo zaviral hBChE. 
 
5.3.  FARMAKOKINETIČNE LASTNOSTI PREISKOVANIH SPOJIN 
 
 Pomemben aspekt načrtovanja spojin z delovanjem v CŽS so ustrezne fizikalno-
kemijske lastnosti, ki so ključne za učinkovito prehajanje HEB, saj le-ta namreč predstav-
lja ključno bariero med centralnim krvnim obtokom in CŽS in je pogosto glavni krivec za 
nizko učinkovitost potencialnih učinkovin v kliničnih testiranjih. Kot idealne spojine za 
dobro učinkovitost na tarčah v CŽS so se izkazale visoko selektivne spojine s tarčno aktiv-
nostjo v nanomolarnem območju. Poleg tega imajo takšne spojine molekulsko maso < 450, 
število donorjev H vezi je manjše ali enako 1, število akceptorjev H vezi je manjše od 7, 
število vrtljivih vezi je manjše 8, ustrezno hidrofobnost (1 < clogP < 5), pKa 7,5–10,5 in 
polarno površino molekule (tPSA) < 60–70 Å2 [23–25].  
 
 Vse preiskovane spojine vključno s spojino vodnico A ustrezajo navedenim zahte-
vam, fizikalno-kemijske lastnosti pa so dokaj primerljive (Tabela V) [26]. Medtem ko no-
bena molekula nima donorjev vodikovih vezi, jih ima večina po 2 akceptorja vodikove 
vezi, razen spojin 38–40, ki jih imajo vsaka po 5. Število vrtljivih vezi se giblje med 5 in 7, 
clogP pa zavzema vrednosti med 2,98 in 4,08. Pomembno je tudi, da se parameter tPSA 
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kljub različnim distančnikom in fenilnim fragmentom ni bistveno spreminjal. Iz teh podat-
kov lahko predpostavljamo, da bodo spojine dobro prehajale HEB.  
 





tPSA (Å2) clogP 





31 0/2 23,55 3,27 5 312,45 
32 0/2 23,55 3,27 5 312,45 
33 0/2 23,55 3,36 6 314,47 
34 0/2 23,55 3,57 5 377,32 
35 0/2 23,55 3,57 5 377,32 
36 0/2 23,55 3,67 6 379,33 
37 0/2 23,55 2,98 6 300,44 
38 0/5 23,55 3,97 6 366,42 
39 0/5 23,55 3,97 6 366,42 
40 0/5 23,55 4,07 7 368,44 
41 0/2 23,55 3,50 5 332,87 






Sintetizirali in biokemijsko smo ovrednotili 12 zaviralcev hBChE, ki predstavlja obetavno 
tarčo pri zdravljenju AB, saj se aktivnost in izražanje BChE tekom napredovanja AB po-
večujeta in kompenzirata zmanjšano aktivnost AchE. Z modifikacijami para-
fluorofenilnega dela spojine vodnice smo skušali izboljšati selektivnost in moč inhibicije, 
pri čemer se je spojina 31 izkazala kot najmočnejši zaviralec hBChE (IC50 = 11,30 ± 2,60 
nM), dobro inhibicijo pa so pokazale tudi spojine 33 (IC50 = 66,2 ± 13,0 nM), 34 (IC50 = 
27,1 ± 6,9 nM), 36 (IC50 = 57,0 ± 4,1 nM), 37 (IC50 = 37,2 ± 7,5 nM) in 38 (IC50 = 92,1 ± 
9,5 nM). Na podlagi rezultatov biokemijskega testiranja lahko sklepamo, da so spojine v 
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cis konformaciji in tiste z reducirano dvojno vezjo močnejši zaviralci hBChE kot zaviralci 
s trans vinilom, ker jih trans dvojna vez prisili v iztegnjeno konformacijo in se tako težje 
prilegajo v aktivno mesto encima in tvorijo manj ugodne interakcije v primerjavi s cis ozi-
roma reduciranimi derivati. Primerjava dveh najmočnejših cis zaviralcev nam je razkrila, 
da metilni fragment na para mestu benzena spojine 31 tvori bolj ugodne interakcije v acil-
nem žepu, kot to stori brom na isto omenjenem mestu benzena spojine 34. Nadalje se je pri 
primerjavi najmočnejših reduciranih zaviralcev 37 in 36 izkazalo, da para substituirana 
brom in metil ne doprineseta k izboljšanju vezave v encim. Prav tako tega ne dosežeta za-
viralca 40 (reduciran analog) in 38 (cis vinilni analog) s svojima trifluorometilnima frag-
mentoma, in tudi ne meta kloriran analog 41 (cis vinil analog). Glede na to, da je za vse 
raziskovane spojine predpostavljeno dobro prehajajo HEB, nam lahko le-ti služijo kot do-
bro izhodišče za nadaljnje raziskovanje in optimizacijo selektivnih zaviralcev hBChE. V 
veliko pomoč pri strukturno podprti optimizaciji selektivnih zaviralcev hBChE bi bila raz-
rešena kristalna struktura encima hBChE v kompleksu z zaviralci iz te serije spojin, saj bi 
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